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Description 

La presente invention concerne de nouveaux derives de mediateurs endogenes, leurs sels, leur procede 
de preparation et leurs applications notamment a I'analyse des mediateurs endogenes, I'analyse ou la 
5 purification des recepteurs desdits mediateurs, la visualisation de leurs sites recepteurs, la preparation 
d'anticorps et Tutilisation desdits anticorps pour I'analyse des mediateurs endogenes, leur application a titre 
de medicaments et compositions les renfermant. 

Les messages entre les cellules sont transmis grace a des vecteurs chimiques (hormone ou neurome- 
diateur) dont la specificite est assuree par la proteine cible : le recepteur. Les molecules porteuses de 
w ('information peuvent etre des peptides ou des molecules de faible poids moleculaire. Parmi celles-ci, un 
certain nombre presentent simultanement une ou plusieurs fonctions hydroxyle et une ou plusieurs 
fonctions amine, par exemple les indolamines, les catecholamines (neuromediateurs) et la thyroxine 
(hormone). 

Ces molecules jouent un role primordial dans la physiologie : les indolamines et les catecholamines 
75 dans la transmission et Integration de I'information dans le systeme nerveux central et la thyroxine dans la 
regulation du metabolisme basal. II est essentiel d'en assurer le dosage de fagon a affiner les diagnostics 
ou a aider les recherches fonctionnelles. Dans le cas des neuromediateurs, les sites de liaison des 
recepteurs assurent la specificite de la reponse de la cellule effectrice : la modification chimique ponctuelle 
des ligands endogenes permet de differencier les divers types et sous-types de recepteurs membranaires. 
20 Les ligands modifies peuvent etre des drogues agissant specifiquement sur les fonctions physiologi- 
ques controlees par ces recepteurs. 

Certaines hormones sont presentes au niveau serique sous forme liee a des proteines porteuses. Ces 
proteines assurent le transport de ces hormones du lieu de synthese aux cellules-cibles. Les hormones 
thyroTdiennes sont presentes sous forme non liee a des taux inferieurs a 1 % de la quantite totale 
25 d'hormones (libre + liee). La modification chimique ponctuelle des hormones thyroTdiennes permet 
d'ameliorer leur dosage. 

Les Demandeurs ont decouvert que Ton peut atteindre ces objectifs grace a une O-carboxymethylation 
sur le groupement hydroxyphenyle des molecules endogenes portant egalement une amine primaire. 

La carboxymethylation (Gurd, Methods in Enzymology, vol. XI, 1967, p. 532-541) a souvent ete utilisee 
30 pour bloquer les fonctions amines des amino acides. La carboxymethylation des groupements hydroxyphe- 
nyle est decrite comme une reaction parasite (Korman et Clarke, J. Biol. Chem. 221, 1956, p. 113-131). 
Celle des groupements hydroxyphenyle (Spector, 1982) a ete utilisee pour coupler la morphine (ne 
possedant pas de fonction amine) a une proteine en vue de I'obtention d'anticorps. 

C'est pourquoi la presente demande a pour objet de nouveaux derives de molecules biologiquement 
35 actives comportant une fonction amine primaire et un noyau hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition avec 
les acides mineraux ou organiques, caracterises en ce qu'ils repondent a la formule generate I : 

[R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I) 

40 dans laquelle 

n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 

A represente une chaTne alcoylene lineaire ou ramifiee renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ; 
B represente un noyau aromatique comportant de 6 a 10 atomes de carbone, le cas echeant substitues 
et comportant eventuellement un heteroatome, 
45 - Ri represente un reste amine, un reste alcool choisi parmi les phenols eventuellement substitues et 
les alcools aliphatiques en C1-C16, 

et 

R' et R" represented un radical alcoyle renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ou un atome 
d'hydrogene, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

50 Les sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques peuvent etre par exemple des sels formes 
avec les acides chlorhydrique, bromhydrique, nitrique, sulfurique, phosphorique, acetique, formique, propio- 
nique, benzoTque, maleique, fumarique, succinique, tartrique, citrique, oxalique, glyoxylique, aspartique, 
alcane sulfoniques tels que les acides methane ou ethane sulfoniques, arylsulfoniques, tels que les acides 
benzene ou paratoluene sulfoniques ou carboxyliques. On retient plus particulierement les sels d'anions 

55 chaotropiques, propres a faciliter la dissolution en milieu aqueux, tels que les ions citrates ou succinates. 

La chaTne alcoylene representee par A peut etre une chaTne propylene, isopropylene, methylene, et de 
preference ethylene ; elle peut etre substitute par un groupement sulfhydrile. 
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Le noyau aromatique peut comporter un seul cycle tel qu'un noyau phenyle ou deux cycles, comme 
par exemple un noyau indole. Un ou plusieurs des atomes de carbone de B peuvent etre substitues par un 
radical choisi parmi les atomes d'halogene tel que chlore, ou des radicaux alcoxy tels qu'ethoxy ou de 
preference methoxy, alkyle tels que propyle, ethyle, de preference methyle, alkylthio tel que methylthio, 
5 polyhalogenoalkyle tel que trifluoromethyle. 

L'hydroxyle substitue par le radical -CH 2 -CO-NH-R selon la presente invention peut se trouver en toutes 
positions mais se trouve notamment sur un cycle phenyle du noyau et de preference dans les positions que 
ce radical hydroxyle occupe habituellement dans les mediateurs naturels. 

Lorsque FT et Ft" represented un radical alcoyle, il s'agit de preference d'un radical methyle ou ethyle. 
w FT et R" represented avantageusement I'hydrogene. Par radical aminoacyle Ton entend des restes d'amino 
acides, peptides ou proteines. Par radical hydrophobe Ton entend que ledit radical possede des chaines 
saturees et ne comporte pas de groupements tels que amino ou hydroxy libres. 

FT et R" represented avantageusement un atome d'hydrogene, un radical methyl, ethyl, le radical 
NR'R" pouvant eventuellement etre quaternise et on peut citer par exemple les radicaux trimethyl 
w ammonium ou diethylmethyl ammonium. 

R' et R" represented egalement notamment un radical tyrosyl ou lysyl. 

Dans le cas ou Ri represente un reste amine, symbolise par -NH-R, le reste R qui est done fixe au 
carboxyle par une liaison amide peut etre de toute nature mais est de preference un reste apte au 
marquage, par exemple a I'aide d'un ou plusieurs atomes radioactifs, tel que l' 125 l. 
20 La nature chimique de ce reste comprendra de preference un acide amine qui servira a la liaison avec 
le reste de la molecule de formule (I). Ce reste amine sera par exemple une proteine ou un polypeptide 
renfermant de 2 a 10 acides amines et de preference 2 ou 3 acides amines, ou encore un acide 
monoamine, tel la tyrosine, ou diamine. 

Lesdits acides amines seront de preference les acides amines naturels ou leurs derives amides ; e'est 
25 ainsi par exemple que si le radical Ri est un dipeptide constitue d'un reste glycyle et d'un reste tyrosyle, 
on pourra par exemple remplacer le reste tyrosyle par un reste tyrosynamide. 

La diamine pourra servir au couplage de fluorophores ou a la synthese de dimeres de formule (I*) : 

R'R" N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R'R" (I') 

30 

dans laquelle R, R', R", A et B ont la signification deja indiquee. 

Parmi les restes amines, on peut citer notamment les restes amino, hydrazine nitrilo (-N 3 ), les peptides 
ou derives de peptides suivants : tyrosyl cysteine, tyrosyl-cysteinamide, tyrosyl glycine, tyrosyl glycinami- 
de. 

35 On peut citer egalement les derives proteiques relies au carboxyle directement ou par I'intermediaire 
d'un peptide ou d'un aminoacide et d'un agent heterobifonctionnel susceptible de reagir avec un groupe 
sulfhydrile et un groupe amino, tel le SMCC, et on peut citer par exemple les restes tyrosyl-cysteinyl- 
proteine, tyrosyl-cysteinyl-agent heterobifonctionnel tel (le SMCC)-proteine, glycyl tyrosine, ou le reste 
glycyl-1 ,4-butanediamine. 

40 Parmi les restes derives d'un alcool, on peut citer notamment ceux derives de phenols, eventuellement 
substitues sur le phenyl, tel le 2 ou 4-nitrophenol, ceux derives du phenyl methanol, eventuellement 
substitues sur le phenyl par un radical alkyle, ceux derives d'hydroxyalkyl trimethylsilyle notamment 
I'hydroxy ethyl, ceux derives des alcools aliphatiques en Ci-Ci 5 - 

Des derives preferes selon I'invention sod des derives de formule (I) tels que definis ci-dessus, 
45 caracterises en ce que B represente un noyau phenyle, eventuellement substitue par un ou plusieurs 
atomes d'halogene, ou un noyau indole, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques. Les noyaux peuvent etre substitues par un atome d'halogene, de preference le chlore, le brome 
ou I'iode, notamment le noyau indole, et dans ce cas, de preference en position 2. 

Parmi ces derniers, pour lesquels B represente un noyau indole, on retient notamment ceux caracteri- 
50 ses en ce que Ri represente une diamine, une proteine, un acide amine ou un polypeptide constitue au 
plus de 5 acides amines ou des derives desdits acides amines ou polypeptides, et notamment le 
tryptamine 5-O-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH 2 ],de meme que les derives cites dans les 
exemples, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

Parmi ceux-ci, on retient egalement ceux caracterises en ce que A represente un radical -(CH 2 )2- et R' 
55 et R" represented un radical alkyle lineaire ou ramifie renfermant de 1 a 5 atomes de carbone. 

La presente demande a aussi pour objet un procede de preparation des derives ci-dessus decrits, 
caracterise en ce que Ton fait reagir un derive de formule (II) : 
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R'R" N-A-B-OH (II) 

dans laquelle R', R", A et B ont la signification deja indiquee, avec un derive comportant un 
groupement protecteur des fonctions amine dans le cas ou R' = R" = H, pour obtenir un derive de formule 
5 (III) : 

Y-HN-A-B-OH (III) 

dans laquelle A et B ont la signification deja indiquee et Y represente un groupement protecteur des 
10 fonctions amine, facilement clivable, que Ton fait reagir avec un acide halogeno-acetique pour obtenir un 
derive de formule (IV) : 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV) 

75 dans laquelle A, B et Y ont la signification deja indiquee, que Ton fait reagir avec un derive amine ou un 
alcool pour obtenir le derive de formule (I) telle que definie ci-dessus le cas echeant sous forme dimere de 
formule (I') : 

R'R" N-A-B-0-CH2-CO-NH-R-NH-CO-CH2-0-B-A-N-R'R M (I') 

20 

dans le cas d'une diamine, ou polymere dans le cas d'une polyamine que Ton isole et, si desire, salifie. 

Les derives de formule generale I presentent un caractere basique. On peut avantageusement preparer 
le cas echeant des sels des derives de formule generale I, en faisant reagir en proportions sensiblement 
stoechiometriques un acide mineral ou organique avec ledit derive de formule generale I. Les sels peuvent 
25 eventuellement etre prepares sans isoler les bases correspondantes. 

Le derive apte a greffer un groupement protecteur des fonctions amine sur le derive de formule (II) peut 
etre par exemple un chlorure d'acide [9-fluorphenylmethyl oxycarbonyl (FmocCI), benzyloxycarbonyl 
(BzCI)] et de preference un anhydride [le di-t-butyldicarbonate, (BOC) 2 0, ou I'anhydride citraconique]. 

La preparation du derive de formule (IV) est realisee de preference a pH alcalin en presence d'un 
30 oxyde metallique tel que I'oxyde de magnesium et d'un acide halogeno-acetique, ce dernier pouvant etre 
un chlorure mais etant de preference un bromure. 

La reaction du derive de formule (IV) avec le derive amine (R1) est realisee de preference apres 
activation du groupement carboxylique sous forme d'anhydride mixte par un alkylchlorocarbonate tel que 
I'ethylchloroformate. On peut utiliser egalement comme activateurs les chlorures d'acide, les carbodiimides 
35 ou la formation prealable d'un ester hydrolysable de N-hydroxysuccinimide. 

Le clivage du groupement protecteur de I'amine est realise si necessaire par hydrolyse acide, 
notamment a I'aide d'un acide tel que I'acide trifluoroacetique, ou alkaline, notamment a I'aide de la 
piperidine. 

Les mediateurs de formule (II) et leurs analogues de synthese sont bien connus par diverses 
40 publications et brevets. 

Le couplage du derive de formule (I), ou de Tun de ses sels, a un marqueur peut etre realise grace a la 
presence d'une fonction carboxyle libre dans le residu R1 de la formule I, tel que decrit pour la liaison du 
reste amine au reste de la molecule de formule I. 

Si le marqueur est I'iode, le reste amine comportera une tyrosine (ou une tyrosinamide) ou une 
45 histamine. 

Si le marqueur est une enzyme, le reste amine comportera des groupements carboxyle ou sulfhydrile. 

Si le marqueur est un element fluorescent, le reste amine comportera une diamine. 

On retient encore les derives de formule I ci-dessus decrits, caracterises en ce qu'ils comportent une 
proteine greffee sur le chatnon O-carboxymethyle selon les procedes ci-dessus. 
50 Les derives objet de la presente invention possedent de tres interessantes proprietes pharmacologi- 
ques. lis sont doues notamment d'une remarquable affinite pour les recepteurs de la serotonine particuliere- 
ment 5HT 1D . 

Ces proprietes sont illustrees plus loin dans la partie experimental. Elles justifient I'utilisation des 
derives de mediateurs ci-dessus decrits ainsi que de leurs sels d'addition avec les acides pharmaceutique- 
55 ment acceptables a titre de medicament. 

Les medicaments selon la presente invention trouvent leur emploi par exemple dans le traitement tant 
curatif que preventif des maladies liees a un dysfonctionnement des recepteurs 5HT et particulierement des 
differents recepteurs 5HT 1D , a leur deregulation ou a des modifications du ligand endogene (generalement 
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la serotonine). lis trouvent en particulier leur emploi dans le traitement de la migraine. 

La dose usuelle, variable selon le sujet traite et I'affection en cause, peut etre, par exemple, de 0,1 a 10 
mg par jour par voie orale chez I'homme du derive de I'exemple 1 . 

L'invention a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques qui renferment au moins un derive 
5 precite ou un de ses sels d'addition avec les acides pharmaceutiquement acceptables, a titre de principe 
actif. 

A titre de medicaments les derives repondant a la formule generale I ainsi que leurs sels d'addition 
avec les acides pharmaceutiquement acceptables peuvent etre incorpores dans des compositions pharma- 
ceutiques destinees a la voie digestive ou parenteral. 

w Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre, par exemple, solides ou liquides et se presenter sous 
les formes pharmaceutiques couramment utilisees en medecine humaine, comme par exemple les compri- 
mes simples ou drageifies, les gelules, les granules, les caramels, les suppositoires, les preparations pour 
instillations nasales, les preparations injectables ; elles sont preparees selon les methodes usuelles. Le ou 
les principes actifs peuvent y etre incorpores a des excipients habituellement employes dans ces 

75 compositions pharmaceutiques, tels que le talc, la gomme arabique, le lactose, I'amidon, le stearate de 
magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras d'origine animale ou vegetale, 
les derives paraffiniques, les glycols, les divers agents mouillants, dispersants ou emulsifiants, les conserva- 
teurs. 

Les derives de formule (I) possedent, comme on I'a vu, une importante affinite pour les recepteurs ou 
20 egalement la proteine de transport de la molecule endogene correspondante. 

Les derives objet de la presente demande eventuellement marques par exemple a I'aide d'un element 
radioactif, notamment l' 125 l, ou fluorescent ou encore a I'aide d'une enzyme sont utiles notamment pour 
I'imagerie tant in vitro que pour certains in vivo des sites de liaison des mediateurs endogenes. Ces 
proprietes sont illustrees ci-apres dans la partie experimental. On peut aussi utiliser comme marqueur une 
25 proteine portant un or collo'fdal ou un produit de contraste. 

La presente demande a done egalement pour objet les derives ci-dessus decrits, caracterises en ce 
qu'ils sont sous une forme marquee. 

La presente demande a aussi pour objet I'application des derives ci-dessus decrits a la purification des 
recepteurs des mediateurs endogenes. 
30 La O-carboxymethylation des hormones thyroTdiennes module Interaction de ces hormones avec leurs 
proteines porteuses. Cette propriete peut etre utilisee pour eliminer la liaison de ces hormones thyroTdien- 
nes natives a ces proteines porteuses. Dans le cadre d'une activite immunoanalytique, la creation 
d'analogues non reconnus par I'anticorps, inhibiteurs de la liaison aux proteines de transport, permet le 
dosage de I'hormone totale. 

35 La presente demande a encore pour objet I'application des derives ci-dessus decrits et en particulier 
les derives de la thyroxine O-carboxymethyle a ('inhibition de la liaison aux proteines de transport, pour le 
dosage de I'hormone totale. 

Les derives de la presente demande, pour lesquels Ri est une proteine, permettent la preparation 
d'anticorps diriges contre le mediateur correspondant au reste de la molecule de formule (I). 
40 La presente demande a egalement pour objet I'application des derives ci-dessus decrits a I'imagerie 
des sites de liaison des mediateurs endogenes. 

La presente demande a tout autant pour objet I'application des derives de formule (I) a la preparation 
d'anticorps diriges contre les mediateurs endogenes. 

Le dosage des mediateurs endogenes [de formule (II), R'R"-N-A-B-OH] ou de leurs derives pourra etre 
45 assure grace a ces anticorps, en utilisant les derives de formule (I) comme traceur. 

La presente demande a enfin pour objet les kits d'analyse, caracterises en ce qu'ils renferment I'un au 
moins des derives de formule (I) ci-dessus decrits. 

Les exemples qui suivent illustrent la presente invention sans toutefois la limiter. 

50 PARTIE EXPERIMENTALE 

PREPARATION 1 . Synthese de derives de la thyroxine 

Serie d'exemples repondant a la formule generale I : 

55 

R'R"-N-A-B-0-CH 2 -CO-Ri (I) 

Dans laquelle R' = R" = H A = - CH(COOH)-CH 2 B est du type -B1-X-B2- avec X = Oxygene si B : 
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= B 2 = C e H 2 l 2 ; derives de la 3,3',5,5'-tetraiodo-L-thyronine ou L-thyroxine (T4) 
si Bi = C 6 H 2 I 2 et B 2 = C e H 3 l derives de la 3,3\5-triiodo-L-thyronine (T3) 

Stade A 

5 

1. Synthese du N-tertiobutyl carbamate-O-carboxymethyl T4 (BOC-T 4 -0-CH 2 -COOH) ou T 3 (BOC-T 3 -0-CH 2 - 
COOH) 

1.1. Protection du groupe amine 

10 

Pour les syntheses de I'exemple 1 , on utilise la T 4 ou de T 3 sous forme d'acide libre ou modifie par 
exemple par amidation. 

La protection du groupe amine de la T4 et de la T3 est realisee avec le di-t-butyl dicarbonate [(BOC)- 
2 0] (Tarbell et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 69, 1972, 730-732). A 10 umoles de T 4 ou de T 3 sont ajoutes 
w 30 ul de triethylamine (TEA, 7,2 N) et 240 ul de (BOC) 2 0 50 mM dans le dimethyl sulfoxide (DMSO). 

1 .2 Carboxymethylation du groupement hydroxyphenyle 

La solution obtenue precedemment est melangee volume a volume avec une solution aqueuse d'acide 
20 bromoacetique 500 mM, le pH ajuste a 12, en presence d'oxyde de magnesium et d'azote gazeux. 
L'agitation est maintenue pendant 24 h a I'obscurite. Le milieu est centrifuge 10 minutes a 10 000 
tours/minute. 

1.3 Purification des produits par chromatographie liquide a haute performance (CLHP). 

25 

Le surnageant est dilue dans 5 volumes d'acide trifluoroacetique (TFA) 0,05 %. Un ml de ce melange 
est injecte dans une colonne de silice greffee u Bondapack C is (10 urn, diametre 3,9 mm, longueur 30 
cm). Les derives de la T3 sont elues en isocratique pendant 30 mn avec un melange TFA 0,05 % 50 vol. - 
methanol 50 vol. ; puis avec un gradient atteignant 100 % de methanol en 60 minutes. Pour les derives de 
30 la T4, le melange initial d'elution isocratique est compose de TFA 0,05 % 40 vol. - methanol 60 vol. Le 
debit est de 1 ml/mn. 

Les produits initiaux (T3, T4) sont recueillis au cours de la periode isocratique. Les derives substitues 
sont recueillis dans le gradient : 
BOC-T 3 : 75 % methanol 
35 BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH : 78 % methanol 

BOC-T 4 : 80 % methanol 
BOC-T 4 -0-CH 2 -COOH : 82 % methanol 

(Figure 1) 

40 

Les fractions recueillies sont analysees en spectrophotometrie UV. Les spectres d'absorption en milieu 
basique et acide sont compares de fagon a determiner si la substitution a bien eu lieu sur le groupement 
hydroxyle (Korman Clarke, op. cite). Les derives O-carboxymethyles ne presentent pas de deplacement de 
spectre en milieu basique (Figure 1). Les fractions contenant le derive BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH et BOC-T4-0- 
45 CH2-COOH sont evaporees et lyophilisees. 

2. Conjugaison des derives O-carboxymethyles avec le radical R-NH 2 
2.1 Allongement de la chaTne laterale nouvellement creee : 

50 

On peut creer une liaison amide entre le groupement carboxymethyle et un amino-acide, une chaTne 
peptidique ou une proteine native ou modifiee. 

Le groupement carboxyle du BOC-T3-0-CH2-COOH ou BOC-T4-0-CH2-COOH est active par I'ethylc- 
hloroformate (ECF,7 ul additionne de 7 ul de TEA dans 5 ml de dimethylformamide). Un volume de cette 
55 solution tel que I'ECF soit equimolaire avec le produit a activer est verse sur le lyophylisat. Apres 5 mn 
d'activation a 4°C, on ajoute un volume egal de solution aqueuse de NH 2 -R a une concentration 50 fois 
superieure a celle du derive carboxymethyle. NH 2 -R peut etre ('histamine ou Gly-Tyr, Tyr-Gly, Cys, Gly- 
Cys, sous forme d'acide libre ou d'amide. 
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Les produits sont separes par CLHP sur colonne u Bondapack C18 en gradient TFA 0,05 % - 
Methanol. 

2.2 Preparation de derives macromoleculaires 

5 

2.2.1. Greffe des derives BOC-T3-0-CH2-CO-NH-R sur des proteines. 

Les derives obtenus en 1.3. ou 2.1. ci-dessus ou sous forme acide libre, sont actives par I'ethylchloro- 
formate (voir 2.1.) et greffes sur une proteine native (BSA, serum albumine de boeuf) ou modifiee (Gly- 
w BSA). 

On separe par dialyse les derives BOC-T3-0-CH 2 -CO-NHR des derives couples a la BSA, du type 
BOC-T3-O-CH2-CO-NH-R-BSA avec 

R = His, Gly-Tyr, Tyr-Gly, Cys, Gly-Cys 

Le groupement amine de ces derives peut etre deprotege selon 3. 

15 

2.2.2. Greffe des derives T3-0-CH2-CONH-Cys ou T 3 -0-CH 2 -CONH-Gly-Cys sur des proteines. 

Des proteines sont modifiees par adjonction d'un agent de reticulation heterobifonctionnel du type N- 
hydroxysuccinimide, par exemple le succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) 
20 la reaction (Ishikawa et al., 1983, J. Immunoassay 4, 209-327) a lieu a pH 7,3 dans le tampon phosphate. La 
proteine dont les residus NH 2 sont ainsi actives est separee par dialyse. 

Les derives T 3 -0-CH 2 -CONH-Cys ou T 3 -0-CH 2 -CONH-Gly-Cys (amides) sont conjugues par le groupe 
sulfhydrile aux proteines modifiees, a pH 6,5. 

Les produits sont separes par dialyse, on obtient des derives de formule generale T 3 -0-CH 2 -CO-NH- 
25 Cys-S-SMCC-BSA. 

3. Preparation du O-carboxy methyl thyroxine 0VO-CH 2 -COOH) 

On procede a la deprotection du groupement amine par adjonction de 200 ul de TFA (200 mg) au 
30 derive BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH ou BOC-~IVO-CH 2 -COOH lyophilises et refroidis a -20 °C. Apres une minute 
d'action, le TFA est evapore sous azote gazeux. 

Stade B 

35 4. lodation des derives 

On ajoute a 1 nmole de T 3 , de BOC-T 3 ou de BOC-T 3 -0-CH 2 -COOH, 1 mCi de [ 125 l]Na (2000 
Ci/mmole, NEN) et 10ul de chloramine T (CT 1mg/ml). Apres 90 sec, la reaction est arretee par 50 ul de 
metabisulfite de sodium (MBS) pendant 2 mn. Apres adjonction de 20 u\ de methanol et agitation, on dilue 
40 dans 1 ,5 ml de TFA (0,05 %). 

La separation des produits de la reaction se fait selon le protocole decrit en A.1. pour les derives de 
I'exemple 1. Les produits sont exclus dans le gradient methanol respectivement a : [ 125 I]T4 62 % ; BOC 
[ 125 I]T4, 80 % ; BOC[ 125 l]T 4 -OCH 2 COOH, 82 %. 

Les derives radiomarques sont dilues dans le methanol. Le BOC [ 125 l]T4-0-CH 2 -COOH est deprotege 
45 comme indique en 3. 

EXEMPLE 1 . Synthese de derives de la serotonine 

Serie d'exemples repondant a la formule generale I : 
50 R'R M -N-A-B-0-CH 2 -CO-Ri, dans laquelle R' = R" = H 

A = -CH2-CH2- 

B = noyau indole (OH en 5, aminoethyl en 3) 
1 . Synthese du N-tertiobutyl carbamate, 5-O-carboxymethyl tryptamine [BOC-S-CM] 

55 

Derive de formule type (IV) Y-HN-A-B-0-CH 2 -COOH 
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Stade A 

1.1. Protection du groupe amine 

5 La protection du groupement amine de la 5-HT est realisee avec le di-t-butyldicarbonate [(BOC)2 0] 

(Tarbell et al., 1972). On procede au melange de volumes egaux d'oxalate de serotonine 50 mM et de 
(BOC) 2 0 50 mM dans le dimethylsulfoxyde (DMSO) en presence de triethylamine (TEA). La reaction est 
immediate a temperature ambiante. 

w 1 .2. Carboxymethylation du groupement hydroxyphenyle 

La protection par le BOC n'est pas utile pour certains derives de la serotonine qui, comme la 
bufotenine, possedent une amine tertiaire, les residus FT et R" de la formule generale etant des groupes 
methyle. Le reste de la molecule (residus A et B) etant identiques a la serotonine, on peut proceder 
75 directement a la O-carboxymethylation de la bufotenine dans les memes conditions que celles decrites ci- 
apres pour le BOC-S. 

La solution obtenue en 1.1. ci-dessus (exemple 2) est melangee volume a volume avec une solution 
aqueuse d'acide bromoacetique 500 mM, le pH ajuste a 12 en presence d'oxyde de magnesium et d'azote 
gazeux. Le pH, I'absence d'oxygene et de lumiere sont maintenus constants pendant 24 heures. Le milieu 
20 est centrifuge 5 mn a 10 000 tours/mn. 

1.3. Purification par chromatographie liquide a haute performance (CLHP) 

La separation du derive carboxymethyl-O-5-tryptamine-BOC (BOC-S-CM) de la serotonine BOC (BOC- 
25 S) et des produits d'oxydation se fait par CLHP. 

Le surnageant est dilue dans deux volumes d'une solution aqueuse a 1 % d'acide trifluoroacetique. 1 ,8 
ml de ce melange est injecte dans un CLHP sur colonne de silice greffee Ultrasphere ODS Cis (5 urn, 
diametre 4,6 mm, longueur 15 cm), par elution isocratique (H 2 0-TFA 0,05 %, 55 vol, methanol 45 vol). 
L'elution est suivie par spectrophotometrie. 
30 La separation des produits de carboxymethylation de la bufotenine a lieu sur colonne u Bondapack 
Cis, en elution isocratique TFA 0,05 % 93 vol, acetonitrile 7 vol. 

Les fractions recueillies sont analysees en spectrophotometrie. Les spectres d'absorption en milieu 
basique et acide sont compares de fagon a determiner si la substitution a bien eu lieu sur le groupement 
hydroxyle (Korman Clarke, op. cite). 
35 Les fractions contenant le derive BOC-S-CM sont evaporees et lyophilisees. 

2. Conjugaison de derives O-carboxymethyles avec le radical R-NH 2 . 

2.1. Allongement de la chaTne laterale nouvellement creee. 

40 

On peut creer une liaison amide avec une chaTne peptidique apres activation du groupement acide du 
BOC-S-CM par I'ethylchloroformate (ECF). 

La solution d'activation est composee de 5 ml de dimethylformamide (DMF), 7 u\ de TEA et 7 ul 
d'ECF. Un volume de cette solution tel que I'ECF soit equimolaire avec le BOC-S-CM est verse sur le 
45 derive BOC-S-CM lyophilise. 

Apres 5 minutes d'activation a 4°C, on ajoute un volume egal de solution aqueuse de glycyl- 
tyrosinamide (ou d'histamine, ou de Tyr-Gly, Gly-Tyr, Gly-Gly, Gly-Cys sous forme d'acides libres ou 
amides) a une concentration 50 fois superieure a celle du BOC-S-CM. 

Les produits de la reaction sont separes par CLHP sur colonne Ultrasphere ODS Cis, par elution 
50 isocratique (H 2 0, pH 6 60 vol, methanol 40 vol ). 

Les fractions contenant le derive serotoninepeptide (BOC-S-CM-GTNH2) sont evaporees et lyophilisees. 

2.2. Preparation de derives macromoleculaires 

55 2.2.1. Greffe de derives BOC-S-CM-R sur proteine 

Les derives obtenus en 1.3. ou 2.1. ci-dessus ou sous forme acide libre sont actives par I'ethylchloro- 
formate (voir 2.1.) et greffes sur une proteine native (BSA) ou modifiee (Gly-BSA). 
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On separe par dialyse les derives BOC-S-CM-R des derives couples a la BSA du type BOC-S-CM-R- 
BSA. 

Le groupement amine de ces derives peut etre deprotege selon 3 ci-dessus. 

5 2.2.2. Greffe de derives S-CM-Gly-Cys sur des proteines. 

Les proteines sont modifiees par adjonction d'agents heterobifonctionnels (voir 2.2.2. de rexemple 1). 

Le derives S-CM-Gly-Cys est greffe sur les proteines precedentes par le groupe sulfhydryle. 

Les produits sont separes par dialyse, on obtient des derives de type S-CM-Gly-Cys-S-SMCC-BSA. 

w 

3. Deprotection du groupe amine 

On verse 200 u\ de TFA (200 mg) sur le derive de type BOC-S-CO-NHR (avec R = H, Gly-TyrNH 2 , 
His, Gly-Tyr OH, Tyr-GlyNH 2 , Gly-GlyOH, Gly-Cys) lyophilise et refroidi a -20 °C. Apres une minute 
75 d'action, le TFA est evapore sous azote gazeux. 

Les produits de la reaction sont separes par CLHP sur colonne Ultrasphere ODS Cis, par elution 
isocratique (TFA 0,05 % dans I'eau 65 vol, methanol 35 vol). 

Les fractions contenant le derive presentant le groupement amine libre (S-CM-GTNH 2 ) sont evaporees 
et lyophilisees. 

20 

Stade B 

4. lodation des derives S-CM-R 

25 Lorsque le radical R comporte une histamine ou une tyrosine, il est possible de proceder a une iodation 
par la chloramine T. 

On ajoute a 10 ul de S-CM-R (Inmole en milieu PBS), 1mCi de 125 INa (2000 Ci/mmole, NEN) et 20 ul 
de CT (1 mg/ml). Au bout de 90 secondes, la reaction est arretee par 50 ul de MBS 50 mM. On dilue dans 
1,6 ml de TFA 1 %. 

30 La separation des produits de la reaction a lieu par CLHP sur colonne u Bondapack Cis par elution 
isocratique (TFA 0,05 % dans I'eau 72 vol, methanol 28 vol). 

Les fractions obtenues sont comptees en spectrometrie gamma et diluees dans une solution de Krebs. 

I Caracteristiques de la liaison des derives thyroxine sur les "binding proteines" de la thyroxine. 

35 

Du serum humain normal (100nl) est additionne des derives du stade B de la preparation 1 (0,1 ul). On 
precipite par 500 ul de charbon dextran pendant 5 mn a 4°C. Apres centrifugation, 10 mn a 1000 tours/mn, 
on compte I'activite du culot. 

La liaison persistant par rapport a la liaison initiale est de 99,9 % pour la [ 125 I]T4, de 80 % pour le 
40 BOC[ 125 l]-T 4 -0-CH 2 -COOH et de 75 % pour le [ 125 IDVO-CH 2 -COOH. 

II Etude de la liaison des derives de la serotonine sur les recepteurs centraux 

Le test a ete realise avec le produit de rexemple 1 , stade B. 

45 La distribution des sites de liaison du recepteur a haute affinite de la serotonine (5-HTi ) est heterogene 
dans le systeme nerveux central du rat (Pazos et Palacios, Brain Research, 346, 1985, p. 205-230, Segu et 
al., Brain Research, 384, 1986, p. 205-217). De plus, le contenu en sous-types de sites 5-HTi varie selon la 
structure anatomique concernee. 

Le protocole de preparation des coupes de cerveau est commun a toutes les etudes qui vont suivre. 

50 Les animaux sont decapites apres anesthesie a I'hydrate de chloral (400 mg/kg poids brut). Les cerveaux, 
rapidement extraits de la boTte cranienne, sont congeles par immersion dans I'isopentane refroidi par Tazote 
liquide. Des coupes de 20 urn, realisees au cryostat a -20 °C, sont montees sur lames gelatinees et 
conservees a -20 ° C. 

Les coupes sont pre-incubees 1 heure a 4°C dans une solution de Krebs (NaCI 118 mM ; KCI 4,8 mM 
55 ; CaCI 2 1,2 mM, MgCI 2 1,2 mM, Tris HCI 30 mM pH 7,4) pour eliminer les ligands endogenes. 
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1. Deplacement par les derives S-CM-R de la liaison a haute affinite de la serotonine sur coupes de 
cerveau de rat. 

1.1. Protocole d'incubation des coupes 

5 

Les incubations ont lieu pendant 60 minutes a 20 °C dans une solution de Krebs contenant 10 uM de 
pargyline, 5,7 10 -4 M d'acide ascorbique, 2 nM de [ 3 H]5-HT (NEN, As = 30 Ci/mmole) et des 
concentrations croissantes de derives S-CM-R. La liaison non specifique est determinee sur des coupes 
homothetiques dans les memes conditions mais en presence de 5-HT 10~ 5 M. 
w Apres incubation, les coupes sont rincees trois fois pendant 20 secondes dans I'eau distillee et sechees 
par un courant d'air chaud. Les coupes sont apposees a un film (Amersham) pendant six semaines, en 
presence d'etalon ([ 3 H] microscale, Amersham). Les films sont developpes 6 minutes avec du D19 Kodak, 
rinces et fixes avec AL4 (Kodak). L'analyse quantitative des radioautogrammes est menee avec un systeme 
d'analyse d'images (Segu et al, J. Neurosci. Methods, 31, 1990, p. 197-208). 

15 

1 .2. Resultats 

La liaison specifique de la [ 3 H]5-HT est deplacee de fagon monophasique par la 5-HT avec un IC50 de 
2 nM. Le S-0-CH 2 -COOH (S-CM) deplace avec un IC50 de 1000 nM, le S-CM-Gly-TyrNH 2 et le S-CM-Tyr- 
20 GlyNH 2 deplacent la liaison de fagon biphasique avec des IC50 de 20 nM pour le premier site et de 400 nM 
pour le deuxieme. 

2. Analyse des sites de liaison des derives iodes sur les recepteurs centraux du rat. 

25 2.1. Protocole d'incubation des coupes. 

Les incubations ont lieu pendant 60 minutes a 20 °C dans une solution de Krebs contenant 10 uM de 
pargyline, 5,7 10~ 4 M d'acide ascorbique, 10 g/l de serum albumine bovine (fraction V, sigma), et 0,03 nM 
du derive S-CM-[ 125 I]-R. La liaison non specifique est determinee sur des coupes homothetiques dans les 
30 memes conditions mais en presence de 5 HT 10~ 5 M. 

Apres incubation, les coupes sont rincees deux fois pendant 1 mn dans I'eau distillee et sechees par un 
courant d'air chaud. Les coupes sont apposees a un film (Amersham) pendant une semaine, en presence 
d'etalons ([ 125 l] microscale, Amersham). Les films sont developpes 6 mn avec du D19 Kodak, rinces et fixes 
avec AL4 (Kodak). L'analyse quantitative des radioautogrammes est menee avec un systeme d'analyse 
35 d'images (Segu et al., op. cite). 

2.2. Distribution du marquage avec les fractions S-CM[ 125 I]R 

2.2.1. Marquage par le S-CM[ 125 l]His 

40 

Les fractions de la preparation du derive S-CM [ 125 l]His (A.4.) ne marquent pas les coupes de cerveau 
de rat. 

2.2.2. Marquage par le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 

45 

Parmi les fractions recueillies lors de la preparation du derive iode du S-CM-GTNH 2 (A.4.), seule la 
derniere fraction est retenue de fagon specifique sur les coupes de cerveau de rat. Cette fraction 
correspond au S-CM-G[ 125 I]TNH 2 . 

L'observation des radioautogrammes montre au niveau mesencephalique un marquage intense de la 

50 substance noire (SN) et du subiculum dorsal (SD) et aucun marquage de I'hippocampe (H). Cette derniere 
structure est connue pour contenir presque exclusivement des sites de liaison de type 5-HT 1A , alors que les 
autres contiennent des sites de type 5-HT 1B (Hoyer et al, Eur. J. Pharmacol., 118, 1985, p. 1-12). Au niveau 
anterieur, le striatum (ST) est marque : il contient surtout des sites 5-HT 1B , les plexus choroTdes (Px) 
contenant des sites 5-HT 1c ne le sont pas. 

55 On peut en conclure que le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 est un marqueur specifique des sites de liaison a haute 
affinite de la serotonine de type 1 B. 



10 



EP 0 457 701 B1 



3. Analyse de sites de liaison du S-CM-G[ 125 I]TNH 2 chez le cobaye 

Dans le systeme nerveux central du cobaye, les structures anatomiques contenant des sites de type 5- 
HT 1A et la pharmacologie de ces sites sont les memes que chez le rat. Par contre, la pharmacologie des 
5 sites contenus dans la substance noire du cobaye est differente de celle des sites de la meme structure 
chez le rat (Heuring and Peroutka, J. Neurosci., 7, 1987, p. 894-903). Aussi ces sites sont-ils designes sous 
le vocable 5-HT 1D . 

Avec la meme methode de traitement des coupes que celle utilisee en 2 pour le rat, on a demontre que 
chez le cobaye (figure 6), le S-CM-G[ 125 l]TNH 2 marque la substance noire ( figure 6C) et pas I'hippocampe 
w ( figure 6B). 

Le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 est un marqueur des sites a haute affinite de la serotonine de type 1D. 

Ce derive de la 5-HT presente une affinite preferentielle pour les sites 5-HTi B et 5-HTi D par rapport 
aux sites 5-HTiA et 5-HTi C, ce qui fait de ce ligand un outil important d'analyse des recepteurs a haute 
affinite de la 5-HT. 

75 II est aujourd'hui le seul a presenter une selectivity aussi importante, sans se lier a d'autres types de 
recepteurs non 5-HT (comme les /3-adrenergiques). Par ailleurs, il est le seul a marquer les 5-HTi D. II peut 
done etre utilise pour les etudes de recepteurs de ce type chez I'homme et leur variation dans les maladies 
neurodegeneratives (choree de Huntington). 

20 4. Analyse des sites de liaisons chez le singe. 

Le test a ete realise avec le derive de I'exemple 2, stade A. 

A. Preparation biologique : 

25 

Un singe male (Macacca mulatta n.) de 8 kg a ete sacrifie avec une surdose de barbituriques et 
exsanguination. Une fois la mort de I'animal constatee, la botte cranienne est enlevee et le cerveau mis a 
nu. L'hemicerveau droit est decoupe et congele par I'isopentane refroidi dans I'azote liquide. Le bloc est 
conserve a - 20° C. Des coupes de 10 mn d'epaisseur sont realisees au cryostat a -20° C, et posees sur 
30 des lames gelatinees (Segu. et al. 1990, J. Neurosci. meth. 31, 197). Elles sont conservees a -20° C 
jusqu'a utilisation. 

- Incubation avec la sonde radioactive : 

35 Les coupes sont preincubees 1h a 4° C dans une solution de Krebs (mM : NaCI, 118 ; KCI 4,5 ; CaCI 2 , 
1,2; MgCI 2 , 1,2 ; Tris, 15 ; pH 7,4) afin d'eliminer les ligands endogenes. Elles sont ensuite incubees a 20° 
C pendant 60 minutes dans une solution contenant de la pargyline 10~ 5 M, de I'acide ascorbique 57 mM, 10 
g/l de serum albumine bovine et du S-CM-G[ 125 1] TNH 2 0,02 nM seul ou en presence de concentrations 
croissantes de serotonine. Certaines coupes sont incubees dans des conditions identiques, mais la sonde 

40 radioactive est remplacee soit par [ 3 H]5-HT 2 nM, soit par [ 3 H]5-HT 2 nM en presence de 100 nM de 8- 
hydroxy-2-[di-N-propylamino] tetraline (8-OH-DPAT) et 100 nM de mesulergine, soit par [ 3 H]8-OH-DPAT 1 
nM. Apres ringage 2 x 1 minute dans I'eau distillee, elles sont sechees. 

- Radioautographie : 

45 

Les lames sont apposees sur un film sensible au tritium pendant 8 jours. Le film est developpe 6 
minutes dans le D19, ringe et fixe. Les autoradiogrammes sont quantifies avec un systeme video d'analyse 
d'images (Segu. et al, 1990). 

50 B. Resultats 

L'incubation en presence de [ 3 H]5-HT 2 nM (Fig. 7A) montre un marquage important de Thippocampe 
et de la substance noire. Dans ces conditions, tous les types de sites 5-HT 1A sont marques. 

L'incubation en presence de [ 3 H]8-OH-DPAT 1 nM (Fig. 7B) qui ne marque que les sites 5-HTi A , 
55 montre un marquage intense de I'hippocampe et pas de la substance noire. 

Dans le cas de l'incubation dans [ 3 H]5-HT en presence de 100 nM 8-OH-DPAT et mesulergine (Fig. 
7C), seuls les sites 5-HT 1D sont marques. Les autoradiogrammes montrent une forte reaction sur la 
substance noire. 
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L'incubation dans le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 0,02 nM seul (Fig. 7D) montre un marquage quasi-exclusif de la 
substance noire, comme dans le cas precedent. Ce derive O-carboxymethyle de la serotonine se lie aux 
sites 5-HT 1D . 

Si on deplace la liaison du S-CM-G[ 125 I]TNH 2 0,02 nM par la serotonine, on obtient une IC50 - 
5 (concentration inhibant 50 % de la liaison) de I'ordre de 5 nM, montrant done que la liaison du derive est 
specif ique des sites 5-HT 1D . 

Conclusion : 

10 Le S-CM-G[ 125 I]TNH 2 est un marqueur des recepteurs 5-HT 1D . Toute molecule analogue aura done 
cette propriete de se lier aux sites 5-HT 1D . 

5. Analyse des sites de liaisons de S-CM-G[ 125 l]TNH 2 chez rhomme 

15 a) Les cerveaux humains post-mortem sont conserves a -20° C. Des coupes de 10 urn sont realisees 
sur des blocs contenant soit le locus niger, soit la corne de Amon. Les coupes sont traitees comme 
indique en 4 pour les coupes de cerveau de singe. 

b) Apres radioautographie, on observe un fort marquage du locus niger (structure correspondant a la 
substance noire chez le rat) et un marquage faible sur le corne de Amon (equivalent chez rhomme de 
20 I'hippocampe du rat). 

Le locus niger contient quasi exclusivement des sites de liaisons de type 5-HT 1D , alors que la corne de 
Amon est composee en majorite de sites de type 5-HT 1A . 

Le derive iode teste marque done in vitro les recepteurs 5-HT 1D du cerveau humain. II peut done etre 
utilise pour les etudes de recepteurs de ce type chez Thomme et leur variation dans les maladies 
25 neurodegeneratives (choree de Huntington). Les derives decrits dans le present brevet qui presentent cette 
propriete et qui passent la barriere hemato-encephalique, pourront etre utilises a des fins therapeutiques 
dans le cas de dysfonctionnements lies au type de recepteurs concernes (5-HT 1D ). 

Ill Liaison des derives de la serotonine sur les recepteurs peripheriques 

30 

1 . Franchissement de la barriere hemato-encephalique. 

Lorsque les molecules passent la barriere hemato-encephalique, elles sont suceptibles d'agir sur les 
recepteurs du systeme nerveux central, effet recherche dans de nombreux cas (cf. point 4). 
35 Dans le cas ou les recepteurs existent aussi bien en peripherie que dans le systeme nerveux central, il 
peut etre souhaitable d'avoir des derives qui ne passent pas la barriere hemato-encephalique. Ces derives 
auront alors un effet sur les recepteurs peripheriques, sans action centrale predominate. 

A. Protocole experimental 

40 

2 souris et 2 cobayes sont anesthesies profondement a Thydrate de chloral (injection intraperitoneal 
de 0,12 ml pour 100 g de poids d'une solution a 35 %). La cage thoracique est ouverte, le coeur est mis a 
nu. 

Une injection intracardiaque de S-CM-G[ 125 I]TNH 2 de 200 u\ pour la souris et 1,5 ml pour le cobaye est 
45 realisee. 

Apres 10 minutes, les animaux, toujours sous anesthesie profonde sont decapites, les cerveaux 
congeles et conserves comme indique dans I'exemple 1 . 

On procede a des coupes et a une autoradiographie comme decrit dans I'exemple 1 . 

50 B. Resultats 

L'examen de coupes passant en divers niveaux du cerveau ne montre aucun marquage, en particulier 
dans la substance noire, structure anatomique qui est bien marquee lorsque Ton procede a une incubation 
in vitro dans le meme traceur. 

55 
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Conclusion : 



Le derive de la serotonine teste, ne passe pas la barriere hemato-encephalique, permettant de soulager 
les effets les plus douloureux de la migraine. Aucune toxicite n'a ete observee a la dose injectee. 

5 

2. Etude par imagerie in vivo avec une gamma camera de la repartition de la liaison du derive S-CM-G- 
[ 125 I]TNH 2 

Etant donne que ce derive ne passe pas la barriere hematoencephalique comme nous I'avons montre 
w en 1 , nous avons etudie la distribution du marquage peripherique par imagerie in vivo. 

Les animaux (souris) sont anesthesies et injectes par voie intraveineuse avec du derive S-CM-G[ 125 I]- 
TNH 2 . Tres rapidement, on observe la diffusion du produit dans le coeur, tout le systeme vasculaire et le 
foie. 10 minutes apres I'injection, le marquage diminue dans le systeme vasculaire, sauf le coeur et le tronc 
vasculaire cerebral. Dans cette derniere zone, le marquage est retenu pendant 15 a 20 minutes, avant de 
15 disparaTtre lentement. Le marquage de la vessie s'accroTt a des temps plus longs, le coeur restant marque 
assez longtemps. 

Une experience a ete realisee avec un derive iode, presentant la meme liaison specifique que le derive 
ci-dessus, mais ne possedant pas la propriete de se lier specifiquement sur les sites 5-HT 1B et 5-HT 1D 
centraux. Dans ce cas, le decours du marquage observe avec la gamma camera est identique a celui 
20 observe avec le S-CM-G[ 125 I]-TNH 2) sauf pour le tronc vasculaire cerebral, qui ne presente pas de retention 
particuliere. 

Le S-CM-GTNH 2 et ses derives, peuvent done etre utilises a des fins therapeutiques dans le 
soulagement des crises de migraine. Ne pouvant franchir la barriere hematoencephalique, ils ne sont pas 
susceptibles de provoquer des effets secondaires par action sur les sites serotoninergiques centraux de 
25 I'homme. 

EXEMPLE 3 

On a prepare des comprimes repondant a la formule : 



5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide (S-CM-GTNH 2 ) 
excipient q.s. pour un comprime termine a 


0,5 mg 
100 mg 


(detail de I'excipient : lactose, amidon, talc, stearate de magnesium) 



EXEMPLE 4 

On a prepare des comprimes secables repondant a la formule : 



5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide (S-CM-GTNH 2 ) 
excipient q.s. pour un comprime termine a 


2 mg 
100 mg 


(detail de I'excipient : lactose, amidon, talc, stearate de magnesium). 



EXEMPLE 5 

50 On a prepare une preparation injectable repondant a la formule : 



5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide (S-CM-GTNH 2 ) 2 mg 
excipient : eau pour preparation injectable 2 ml 



55 
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EXEMPLE 6 



On a prepare un aerosol nasal repondant a la formule 



5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide (S-CM-GTNH 2 ) 


30 mg 


excipient : solute aqueux : chlorure de sodium, citrate trisodique, acide citrique, 


eau distillee 


15 ml 



EXEMPLE 7 



75 



20 



On a prepare un aerosol buccal repondant a la formule 



5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide (S-CM-GTNH 2 ) 


60 mg 


excipient : solute aqueux : acide citrique, alcool ethylique, edulcorant, aromatisant, 


polysorbate 80, propyleneglycol, 




eau purifiee 


50 ml 


Propulseur : azote 



25 



EXEMPLE 8 : Kit d'analyse d'un recepteur 5-HT 1D 



30 



On a prepare un kit d'etude de presence du recepteur 5-HT 1D , d'affinite de derive pour ledit recepteur 
et de revelation des alterations de I'affinite et du nombre de ces recepteurs, ayant la composition suivante : 
- Produit de I'exemple 2, stade B (2000 Ci/mmole) dans du 



tampon Tris HCL 50 mM pH 7,4 15 ml 



- Standard serotonine (oxalate) lyophilisee, 10 nmoles, et tampon pH 6,2 

- Standard produit de I'exemple 2, stade B, 1 nmole de serotonine par flacon, et tampon pH 6,2 

- Solution d'inhibiteur : pargyline 1,25 mmole, 8-OH-DPAT 12,5 mmoles, mesulergine 12,5 nmoles par 
flacon, tampon pH 7,4 

- Diluant : tampon salin pH 7,4 

- Filtres : fibre de verre 

LEGENDE DES FIGURES 



Figure 1 : Purification des produits de la carboxymethylation de la N-BOC-T 3 

A : chromatogramme apres CLHP u Bondapack Cis 0-30 mn : TFA 0,05 % 50 vol, methanol 50 vol 
30-80 mn : gradient methanol 100 %. 

La hauteur des pics n'est pas absolue car il s'agit de deux profils d'elution differents superposes. 
B : spectre d'absorption du BOC-T 3 en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. 
Abscisses : longueur d'ondes de 220 a 350 nm. Le spectre est deplagable en milieu basique, comme 
pour la T 3 . 

C : spectre d'absorption du BOC-T3-OCH2-COOH en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). 

Ordonnees : D.O. - Abscisses : longueur d'ondes de 220 a 350 nm. Le spectre n'est pas deplagable 

en milieu basique. 

Figure 2 : Purification des produits de la carboxymethylation de la serotonine-N-BOC (BOC-S) 

A : chromatogramme apres CLHP sur Ultrasphere ODS Cis en isocratique H 2 0-TFA 0,05 % 55 vol, 
methanol 45 vol. 

En ordonnees : densite optique (D.O.) pour diverses longueurs d'ondes (indiquees a droite). En 
abscisses, le temps en minutes. 
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B : spectre d'absorption ajuste a 280 nm du produit sortant a 28 minutes, le BOC-S (trait plein) et de 
celui sortant a 36 minutes, le BOC-S-CM (trait pointille). Ordonnees : D.O., abscisses : longueurs 
d'ondes 200 a 350 nm. 

C : spectre d'absorption du BOC-S-CM en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.- 
5 Abscisses : longueur d'ondes 200 a 350 nm. 

D : spectre d'absorption de la serotonine en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. - 
Abscisses : longueur d'ondes 200 a 350 nm. 

E : spectre d'absorption du BOC-S- en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.-Abscisses : 
longueur d'ondes 200 a 350 nm. 
w Remarquer que le spectre est deplace en milieu basique comme pour la serotonine (figure 1D). Ce 

n'est pas le cas du BOC-S-CM (figure 1C) qui est substitue sur le OH. 
Figure 3 : Purification des produits de la conjugaison du BOC-S-CM et du GTNH 2 

A : chromatogramme apres CLHP sur Ultrasphere Ci 8 en isocratique H 2 0 pH 6 60 vol, methanol 40 
vol. 

75 Ordonnees : D.O. pour diverses longueurs d'ondes (indiquees a droite). En abscisses, le temps en 

minutes. 

B : spectre d'absorption ajuste a 280 nm du produit sortant a 18 minutes, le GTNH 2 (trait plein) de 
celui sortant a 35 minutes, le BOC-S-CM (trait pointille court) et de celui sortant a 48 minutes, le 
BOC-S-CM-GTNH 2 (trait pointille long). Ordonnees : D.O. - Abscisses : longueur d'ondes de 200 a 
20 350 nm. 

C : spectre d'absorption du BOC-S en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.-Abscisses : 
longueur d'ondes de 200 a 350 nm. 

D : spectre d'absorption du GTNH 2 en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O.-Abscisses : 
longueur d'ondes de 200 a 350 nm. 

25 E : spectre d'absorption du BOC-S-CM-GTNH 2 en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. - 

Abscisses : longueur d'ondes de 200 a 350 nm. Remarquer que le deplacement du spectre en milieu 
alcalin ne correspond pas du tout a celui d'une serotonine non substitute sur le OH (figure 2C), tout 
en etant plus deplace que le spectre du BOC-S-CM (figure 1C). On observe un deplacement vers les 
grandes longueurs d'ondes, comme pour le GTNH 2 (figure 2D), mais cette modification est moins 

30 elevee en D.O. 

Figure 4 : Purification des produits de deprotection de Tannine du BOC-S-CM-GTNH 2 

A : chromatogramme apres CLHP sur Ci 8 Bondapack en isocratique H 2 0-TFA 0,05 % 65 vol, 
methanol 35 vol. 

Ordonnees : D.O. pour 280 et 300 nm - Abscisses, temps en minutes. 
35 B : spectre d'absorption ajuste a 280 nm du produit sortant a 24 minutes, le S-CM (trait plein) et celui 

sortant a 30 minutes, le S-CM-GTNH 2 (trait pointille). Le spectre du produit sortant a 60 minutes, le 
BOC-S-CM-GTNH 2 est identique a celui montre sur la figure 2B. 

C : spectre d'absorption du S-CM-GTNH 2 en milieu acide (Ac) et alcalin (Al). Ordonnees : D.O. - 

Abscisses : longueur d'ondes de 200 a 350 nm. Remarquer que le deplacement du spectre en 
40 fonction du pH est identique a celui obtenu pour le BOC-S-CM-GTNH 2 montre sur la figure 2E. 

Figure 5 : Analyse des sites de liaison du S-CM-G[ 125 I]-TNH 2 chez le rat - Coupes (10 urn) de cerveau 
de rat incubees dans S-CM-G[ 125 I]TNH 2 0,03 nM. 

A : au niveau anterieur 

Px : plexus choro'fdes ; St : striatum 
45 B : au niveau mesencephalique 

SD : subiculum dorsal ; SN : substance noire ; 

H : hippocampe 

C : liaison non specifique au niveau mesencephalique etablie en presence de 5-HT 10~ 5 M 

Remarquer que Px et H ne sont pas marques (alors qu'ils contiennent respectivement des sites 5- 
50 HT 1C et 5-HT 1A ) et que St, SD et SN (qui possedent des sites 5-HT 1B ) sont marques. 

Figure 6 : Analyse des sites de liaison du S-CM-G[ 125 I]-TNH 2 chez le cobaye - Coupes (10 urn) de 
cerveau de cobaye incubees dans S-CM-G[ 125 I]TNH 2 0,03 nM. 

A : au niveau anterieur 

Px : plexus choro'fdes ; St : striatum 
55 B : au niveau hippocampe 

SD : subiculum dorsal ; H : hippocampe 

C : Niveau substance noire : 

SN : substance noire 

15 
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Remarquer que Px et H ne sont pas marques (alors qu'ils contiennent respectivement des sites 5- 
HT 1C et 5-HT 1A ) et que St, SD et SN (qui possedent des sites 5-HT 1D ) sont marques. 
Figure 7 : Detection des recepteurs 5-HTi sur coupes de cerveau de singe (Macacca mulatta n). Les 
coupes (10 urn) de tissu congele sont incubes avec diverses sondes et radioautographiees. 
5 A. Incubation dans [ 3H]5-HT 2 nM montrant les sites 5-HTi totaux dans I'hippocampe (H), la 

substance noire (SN). 

B. Incubation dans [ 3H]8-OH-DPAT 1 nM montrant les sites 5-HT 1a exclusivement localises dans 
I'hippocampe. 

C. Incubation dans [ 3 H]5-HT 2 nM de 100 nM 8-OH-DPAT et 100 nM mesulergine, montrant les sites 
w 5-HT 1B quasi exclusivement localises dans la substance noire. 

D. Incubation [ 125 I]S-CM-GTNH 2 0,02 nM, montrant un marquage exclusif de la substance noire, 
similaire a celui montre en C. 

E. Meme incubation que D mais additionne de 10~ 5 M 5HT montrant la liaison non specifique (echelle 
= 1 cm). 

15 F. Schema des structures anatomiques, tire au niveau A11,5 de I'atlas Riche et al. 1968. 

Revendications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

20 1. Les derives de molecules biologiquement actives comportant une fonction amine primaire et un noyau 
hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule generate I : 

[R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I) 

25 

dans laquelle 

n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 

A represente une chaTne alcoylene lineaire ou ramifiee renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ; 
B represente un noyau aromatique comportant de 6 a 10 atomes de carbone, le cas echeant 
30 substitues et comportant eventuellement un heteroatome, 

- Ri represente un reste amine, un reste alcool choisi parmi les phenols eventuellement substitues 
et les alcools aliphatiques en C1-C16, 

et 

R' et R" represented un radical alcoyle renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ou un atome 
35 d'hydrogene, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

2. Les derives de formule (I) tels que definis a la revendication 1 , ainsi que leurs sels d'addition avec les 
acides mineraux ou organiques, caracterises en ce que B represente un noyau phenyle ou indole, 
eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene. 

40 

3. Les derives selon la revendication 2, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques, caracterises en ce que Ri represente un radical NHR dans lequel R represente un reste 
d'une diamine, d'une proteine, d'un acide amine ou d'un polypeptide constitue au plus de 5 acides 
amines ou des derives desdits acides amines ou polypeptides. 

45 

4. Les derives selon la revendication 1 , 2 ou 3, caracterises en ce que R' et R" represented un radical 
alkyle lineaire ou ramifie renfermant de 1 a 5 atomes de carbone, et A represente un radical -CH 2 -CH 2 - 
, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

50 5. L'un des derives dont les noms suivent : 

- le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH 2 ], 

- le tryptamine-5-O-carboxymethyltyrosylglycinamide 

- ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

55 6. L'un des derives dont les noms suivent : 

- le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyliodotyrosinamide [S-CM-iodoGTNH 2 ], 

- le tryptamine-5-O-carboxymethyliodotyrosylglycinamide 

- ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques 
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7. Les derives de molecules biologiquement actives comportant une fonction amine primaire et un noyau 
hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule : 

5 R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N R' R" 

dans laquelle A, B, R* et R" ont la signification indiquee a la revendication 1, et R celle indiquee a la 
revendication 10, ou leurs amides. 

w 8. Les derives selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterises en ce qu'ils se presentent 
sous une forme marquee, le marqueur pouvant etre un element radioactif, en particulier 125 1, une 
molecule fluorescente, une enzyme, une proteine portant un or colloidal ou un produit de contraste. 

9. Les derives selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterises en ce qu'ils comportent une 
75 proteine greffee sur le chaTnon O-carboxymethyle selon le procede de la revendication 10. 

10. Procede de preparation des derives de formule (I) tels que definis a la revendication 1, ainsi que de 
leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterise en ce que Ton fait reagir un 
derive de formule (II) : 

20 

R'R" N-A-B-OH (II) 

dans laquelle R', R", A et B ont la signification deja indiquee, avec un derive comportant un 
groupement protecteur des fonctions amine dans le cas ou R' = R"= H, pour obtenir un derive de 
25 formule (III) : 

Y-HN-A-B-OH (III) 

dans laquelle A et B ont la signification deja indiquee et Y represente un groupement protecteur 
30 des fonctions amine, facilement clivable, que Ton fait reagir avec un acide halogeno-acetique pour 
obtenir un derive de formule (IV) : 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV) 

35 dans laquelle A, B et Y ont la signification deja indiquee, que Ton fait reagir avec un derive amine 

ou un derive d'un alcool pour obtenir le derive de formule (I) telle que definie ci-dessus, le cas echeant 
sous forme dimere de formule (I 1 ) : 

R'R"-N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R'R" (I') 

40 

dans le cas d'une diamine ou polymere dans le cas d'une polyamine, R representant le reste 
correspondant de diamine ou de polyamine, que Ton isole et, si desire, salifie. 

11. Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles renferment a titre de principe actif I'un au 
45 moins des medicaments tels que definis a I'une des revendications 1 a 9. 

12. Application des derives selon I'une quelconque des revendications 4 et 5 a I'imagerie des sites de 
liaison des mediateurs endogenes. 

50 13. Application des derives selon I'une quelconque des revendications 5 a 8 a la purification des 
recepteurs des mediateurs endogenes. 

14. Application des derives selon la revendication 9, a la preparation d'anticorps diriges contre les 
mediateurs endogenes et leurs derives. 

55 

15. Kits d'analyse pour le dosage des mediateurs et de leurs derives, caracterises en ce qu'ils renferment 
I'un au moins des derives selon I'une quelconque des revendications 1 a 9. 
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Revendications pour I'Etat contractant suivant: ES 

1. Procede de preparation, dans lequel Ton prepare un derive de molecules biologiquement actives 
comportant une fonction amine primaire et un noyau hydroxyle ou Tun de ses sels d'addition avec les 

5 acides mineraux ou organiques, caracterise en ce qu'il repond a la formule generale I : 

[R , R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I) 

dans laquelle 

w n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 

A represente une chaTne alcoylene lineaire ou ramifiee renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ; 
B represente un noyau aromatique comportant de 6 a 10 atomes de carbone, le cas echeant 
substitues et comportant eventuellement un heteroatome, 

- Ri represente un reste amine, un reste alcool choisi parmi les phenols eventuellement substitues 
75 et les alcools aliphatiques en C1-C16, 

et 

R' et R" represented un radical alcoyle renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ou un atome 
d'hydrogene, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterise en ce 
que Ton fait reagir un derive de formule (II) : 

20 

R'R" N-A-B-OH (II) 

dans laquelle R', R", A et B ont la signification deja indiquee, avec un derive comportant un 
groupement protecteur des fonctions amine dans le cas ou R' = R" = H, pour obtenir un derive de 
25 formule (III) : 

Y-HN-A-B-OH (III) 

dans laquelle A et B ont la signification deja indiquee et Y represente un groupement protecteur 
30 des fonctions amine, facilement clivable, que Ton fait reagir avec un acide halogeno-acetique pour 
obtenir un derive de formule (IV) : 

Y-HN-A-B-O-CH2 COOH (IV) 

35 dans laquelle A, B et Y ont la signification deja indiquee, que Ton fait reagir avec un derive amine 

ou un derive d'un alcool pour obtenir le derive de formule (I) telle que definie ci-dessus, le cas echeant 
sous forme dimere de formule (I') : 

R , R M -N-A-B-0-CH 2 CO-NH-R-NH-CO-CH2-0-B-A-N-R , R M (I') 

40 

dans le cas d'une diamine ou polymere dans le cas d'une polyamine, R representant le reste 
correspondant de diamine ou de polyamine, que Ton isole et, si desire, salifie. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que Ton prepare un derive de formule (I) tel que 
45 defini a la revendication 1 , ou Tun de ses sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, dans 

lequel B represente un noyau phenyle ou indole, eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes 
d'halogene. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que Ton prepare un derive ou I'un de ses sels 
50 d'addition avec les acides mineraux ou organiques, dans lequel R1 represente un radical NHR dans 

lequel R represente un reste d'une diamine, d'une proteine, d'un acide amine ou d'un polypeptide 
constitue au plus de 5 acides amines ou des derives desdits acides amines ou polypeptides. 

4. Procede selon la revendication 1 , 2 ou 3, caracterise en ce que Ton prepare un derive ou I'un de ses 
55 sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, dans lequel R' et R" represented un radical 

alkyle lineaire ou ramifie renfermant de 1 a 5 atomes de carbone, et A represente un radical -CH 2 -CH 2 - 
, ou I'un de ses sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 
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5. Procede de preparation selon la revendication 1 caracterise en ce que Ton prepare Tun des derives 
dont les noms suivent : 

- le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH 2 ], 

- le tryptamine-5-O-carboxymethyltyrosylglycinamide 

5 - ou Tun de leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

6. Procede de preparation selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton prepare Tun des derives 
dont les noms suivent : 

- le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyliodotyrosinamide [S-CM-iodoGTNH 2 ]. 
w - le tryptamine-5-O-carboxymethyliodotyrosylglycinamide 

- ou Tun de leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques 

7. Procede de preparation selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton prepare un derive de 
molecules biologiquement actives comportant une fonction amine primaire et un noyau hydroxyle ou 

75 Tun de ses sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, repondant a la formule : 

R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N R'R" 

dans laquelle A, B, R' et R" ont la signification indiquee a la revendication 1, et R celle indiquee a la 
20 revendication 10, ou un de ses amides. 

8. Procede de preparation, caracterise en ce que Ton prepare un derive selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5, se presentant sous une forme marquee, le marqueur pouvant etre un element 
radioactif, en particulier 125 1, une molecule fluorescente, une enzyme, une proteine portant un or 

25 colloidal ou un produit de contraste. 

9. Procede de preparation, caracterise en ce que Ton prepare un derive selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5, comportant une proteine greffee sur le chaTnon O-carboxymethyle selon le 
procede de la revendication 1 . 

30 

10. Procede de preparation de compositions pharmaceutiques caracterise en ce que lesdites compositions 
renferment a titre de principe actif I'un au moins des medicaments tels que definis a I'une des 
revendications 1 a 9 dans lequel on melange ledit principe actif avec un excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

35 

11. Application des derives selon I'une quelconque des revendications 4 et 5 a I'imagerie des sites de 
liaison des mediateurs endogenes. 

12. Application des derives selon I'une quelconque des revendications 5 a 8 a la purification des 
40 recepteurs des mediateurs endogenes. 

13. Application des derives selon la revendication 9, a la preparation d'anticorps diriges contre les 
mediateurs endogenes et leurs derives. 

45 14. Kits d'analyse pour le dosage des mediateurs et de leurs derives, caracterises en ce qu'ils renferment 
Tun au moins des derives selon I'une quelconque des revendications 1 a 9. 

Revendications pour PEtat contractant suivant: GR 

so 1. Les derives de molecules biologiquement actives comportant une fonction amine primaire et un noyau 
hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule generale I : 

[R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I) 

55 

dans laquelle 

n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 

A represente une chaTne alcoylene lineaire ou ramifiee renfermant de 1 a 5 atomes de carbone; 
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B represente un noyau aromatique comportant de 6 a 10 atomes de carbone, le cas echeant 
substitues et comportant eventuellement un heteroatome, 

- Ri represente un reste amine, un reste alcool choisi parmi les phenols eventuellement substitues 
et les alcools aliphatiques en C1-C16, 

5 et 

R' et R" represented un radical alcoyle renfermant de 1 a 5 atomes de carbone ou un atome 
d'hydrogene, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

2. Les derives de formule (I) tels que definis a la revendication 1 , ainsi que leurs sels d'addition avec les 
10 acides mineraux ou organiques, caracterises en ce que B represente un noyau phenyle ou indole, 

eventuellement substitue par un ou plusieurs atomes d'halogene. 

3. Les derives selon la revendication 2, ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques, caracterises en ce que R1 represente un radical NHR dans lequel R represente un reste 

15 d'une diamine, d'une proteine, d'un acide amine ou d'un polypeptide constitue au plus de 5 acides 
amines ou des derives desdits acides amines ou polypeptides. 

4. Les derives selon la revendication 1, 2 ou 3, caracterises en ce que R' et R" represented un radical 
alkyle lineaire ou ramifie renfermant de 1 a 5 atomes de carbone, et A represente un radical -CH 2 -CH 2 - 

20 , ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

5. L'un des derives dont les noms suivent : 

- le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH 2 ], 

- le tryptamine-5-O-carboxymethyltyrosylglycinamide 

25 - ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques. 

6. L'un des derives dont les noms suivent : 

- le tryptamine-5-O-carboxymethylglycyliodotyrosinamide [S-CM-iodoGTNH 2 ], 

- le tryptamine-5-O-carboxymethyliodotyrosylglycinamide 

30 - ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques 

7. Les derives de molecules biologiquement actives comportant une fonction amine primaire et un noyau 
hydroxyle ainsi que leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterises en ce 
qu'ils repondent a la formule : 

35 

R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N R'R" 

dans laquelle A, B, R' et R" ont la signification indiquee a la revendication 1 , et R celle indiquee a la 
revendication 10, ou leurs amides. 

40 

8. Les derives selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterises en ce qu'ils se presented 
sous une forme marquee, le marqueur pouvant etre un element radioactif, en particulier 125 1, une 
molecule fluorescente, une enzyme, une proteine portant un or colloidal ou un produit de contraste. 

45 9. Les derives selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterises en ce qu'ils comportent une 
proteine greffee sur le chatnon O-carboxymethyle selon le procede de la revendication 10. 

10. Procede de preparation des derives de formule (I) tels que definis a la revendication 1, ainsi que de 
leurs sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques, caracterise en ce que Ton fait reagir un 
50 derive de formule (II) : 

R'R" N-A-B-OH (II) 

dans laquelle R\ R", A et B ont la signification deja indiquee, avec un derive comportant un 
55 groupement protecteur des fonctions amine dans le cas ou R' = R" = H, pour obtenir un derive de 
formule (III) : 

Y-HN-A-B-OH (III) 
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dans laquelle A et B ont la signification deja indiquee et Y represente un groupement protecteur 
des fonctions amine, facilement clivabie, que Ton fait reagir avec un acide halogeno-acetique pour 
obtenir un derive de formule (IV) : 

5 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV) 

dans laquelle A, B et Y ont la signification deja indiquee, que Ton fait reagir avec un derive amine 
ou un derive d'un alcool pour obtenir le derive de formule (I) telle que definie ci-dessus, le cas echeant 
10 sous forme dimere de formule (I') : 

R , R ,f -N-A-B-0-CH2-CO-NH-R-NH-CO-CH2-0-B-A-N-R , R M (I') 

dans le cas d'une diamine ou polymere dans Le cas d'une polyamine, R representant le reste 
75 correspondant de diamine ou de polyamine, que Ton isole et, si desire, salifie. 

11. Procede de preparation de compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles renferment a 
titre de principe actif Tun au moins des medicaments tels que definis a Tune des revendications 1 a 9 
dans lequel on melange ledit principe actif avec un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

20 

12. Application des derives selon Tune quelconque des revendications 4 et 5 a I'imagerie des sites de 
liaison des mediateurs endogenes. 

13. Application des derives selon Tune quelconque des revendications 5 a 8 a la purification des 
25 recepteurs des mediateurs endogenes. 

14. Application des derives selon la revendication 9, a la preparation d'anticorps diriges contre les 
mediateurs endogenes et leurs derives. 

30 15. Kits d'analyse pour le dosage des mediateurs et de leurs derives, caracterises en ce qu'ils renferment 
run au moins des derives selon Tune quelconque des revendications 1 a 9. 

Claims 

Claims for the following Contracting States: AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE. 

35 

1. The derivatives of biologically active molecules containing a primary amine function and a hydroxylated 
nucleus as well as their addition salts with mineral or organic acids, characterized in that they 
correspond to general formula I: 

40 [R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO] N Ri (I) 

in which 

n represents an integer from 1 to 10; 

A represents a linear or branched alkylene chain containing 1 to 5 carbon atoms; 
45 B represents an aromatic nucleus containing functional unit 6 to 10 carbon atoms, if appropriate 

substituted, and optionally containing a heteroatom; 

- R1 represents an amine remainder, an alcohol remainder chosen from the optionally substituted 
phenols and the C1-C16 aliphatic alcohols; 

and 

50 R' and R" represent an alkyl radical containing 1 to 5 carbon atoms or a hydrogen atom, as well as 

their addition salts with mineral or organic acids. 

2. The derivatives of formula (I) as defined in claim 1, as well as their addition salts with mineral or 
organic acids, characterized in that B represents a phenyl or indole nucleus, optionally substituted by 

55 one or more halogen atoms. 

3. The derivatives according to claim 2 as well as their addition salts with mineral or organic acids, 
characterized in that R1 represents an NHR radical in which R represents a remainder of a diamine, a 
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protein, an amino acid or a polypeptide constituted by at most 5 amino acids or derivatives of said 
amino acids or polypeptides. 

4. The derivatives according to claim 1, 2 or 3, characterized in that FT and Ft" represent a linear or 
5 branched alkyl radical containing 1 to 5 carbon atoms, and A represents a -CH 2 -CH 2 - radical, as well as 

their addition salts with mineral or organic acids. 

5. One of the derivatives whose names follow: 

- tryptamine-5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH 2 ], 
w - tryptamine-5-0-carboxymethyltyrosylglycinamide 

- as well as their addition salts with mineral or organic acids. 

6. One of the derivatives whose names follow: 

- tryptamine-5-0-carboxymethylglycyliodotyrosinamide [S-CM-iodoGTNH 2 ], 
15 - tryptamine-5-0-carboxymethyliodotyrosylglycinamide 

- as well as their addition salts with mineral or organic acids. 

7. The derivatives of biologically active molecules containing a primary amine function and a hydroxylated 
nucleus as well as their addition salts with mineral or organic acids, characterized in that they 

20 correspond to formula: 

R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R , R M 

in which A, B, R' and R" have the meaning indicated in claim 1 , and R the meaning indicated in claim 
25 10, or their amides. 

8. The derivatives according to any one of claims 1 to 5, characterized in that they are presented in 
labelled form, the marker can be a radioactive element, in particular 125 1, a fluorescent molecule, an 
enzyme, a protein carrying a colloidal gold or a contrast medium. 

30 

9. The derivatives according to any one of claims 1 to 5, characterized in that they contain a protein 
grafted onto the O-carboxymethyl member according to the process of claim 10. 

10. Preparation process for the derivatives of formula (I) as defined in claim 1 as well as their addition salts 
35 with mineral or organic acids, characterized in that a derivative of formula (II): 

R'R"N-A-B-OH (II) 

in which R', R", A and B have the meaning already indicated, is reacted with a derivative 
40 containing a protector group of the amine functions in the case where R' = R" = H, in order to obtain a 
derivative of formula (III): 

Y-HN-A-B-OH (III) 

45 in which A and B have the meaning already indicated and Y represents an easily cleavable 

protector group of the amine functions, which is reacted with a halogenoacetic acid in order to obtain a 
derivative of formula (IV): 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV) 

50 

in which A, B and Y have the meaning already indicated, which is reacted with an amine derivative 
or an alcohol derivative in order to obtain the derivative of formula (I) as defined above, if appropriate, 
in the form of a dimer of formula (I 1 ): 

55 R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-R-NH-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R , R M (I 1 ) 

in the case of a diamine, or a polymer in the case of a polyamine, R representing the corresponding 
diamine or polyamine remainder which is isolated and, if desired, salified. 
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11. Pharmaceutical compositions characterized in that they contain at least one of the medicaments as 
defined in one of claims 1 to 9 as active ingredient. 

12. Use of the derivatives according to any one of claims 4 and 5 for the visualization of endogenous 
5 mediator binding sites. 

13. Use of the derivatives according to any one of claims 5 to 8 for the purification of endogenous mediator 
receptors. 

w 14. Use of the derivatives according to claim 9 for the represents preparation of antibodies directed against 
endoge mediators and their derivatives. 

15. Analytical kits for determining mediators and their derivatives, characterized in that they contain at least 
one of the derivatives according to any one of claims 1 to 9. 

75 

Claims for the following Contracting State: ES 

1. Preparation process in which a derivative of biologically active molecules containing a primary amine 
function and a hydroxylated nucleus or one of its addition salts with mineral or organic acids is 
20 prepared, characterized in that it corresponds to general formula I: 

[R'R"N-A-B-0-CH2-CO] N Ri (I) 

in which 

25 n represents an integer from 1 to 10; 

A represents a linear or branched alkylene chain containing 1 to 5 carbon atoms; 
B represents an aromatic nucleus containing 6 to 10 carbon atoms, if appropriate substituted, and 
optionally containing a heteroatom; 

- Ri represents an amine remainder, an alcohol remainder chosen from the optionally substituted 
30 phenols and the C1-C16 aliphatic alcohols; 

and 

R' and R" represent an alkyl radical containing from 1 to 5 carbon atoms or a hydrogen atom, as 
well as their addition salts with mineral or organic acids, characterized in that a derivative of formula (II): 

35 R'R"N-A-B-OH (II) 

in which R', R", A and B have the meaning already indicated, is reacted with a derivative 
containing a protector group of the amine functions in the case where R' = R" = H, in order to obtain a 
derivative of formula (III): 

40 

Y-HN-A-B-OH (III) 

in which A and B have the meaning already indicated and Y represents an easily cleavable 
protector group of the amine functions, which is reacted with a halogenoacetic acid in order to obtain a 
45 derivative of formula (IV): 

Y-HN-A-B-O-CH2COOH (IV) 

in which A, B and Y have the meaning already indicated, which is reacted with an amine derivative 
50 or an alcohol derivative in order to obtain the derivative of formula (I) as defined above, if appropriate, 
in the form of a dimer of formula (I'): 

R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH2-0-B-A-N-R , R M (I 1 ) 

55 in the case of a diamine, or in the form of a polymer in the case of a polyamine, R representing the 
corresponding diamine or polyamine remainder, which is isolated and, if desired, salified. 
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2. Process according to claim 1 , characterized in that a derivative of formula (I) as defined in claim 1 or 
one of its addition salts with mineral or organic acids is prepared, in which B represents a phenyl or 
indole nucleus, optionally substituted by one or more halogen atoms. 

5 3. Process according to claim 2 , characterized in that a derivative or one of its addition salts with mineral 
or organic acids is prepared, in which Ri represents an NHR radical in which R represents a remainder 
of a diamine, a protein, an amino acid or a polypeptide constituted by at most 5 amino acids or 
derivatives of said amino acids or polypeptides. 

w 4. Process according to claim 1 , 2 or 3, characterized in that a derivative or one of its addition salts with 
mineral or organic acids is prepared, in which R* and R" represent a linear or branched alkyl radical 
containing 1 to 5 carbon atoms, and A represents a -CH 2 -CH 2 - radical, as well as their addition salts 
with mineral or organic acids. 

75 5. Preparation process according to claim 1 characterized in that one of the derivatives whose names 
follow is prepared: 

- tryptamine-5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH 2 ], 

- tryptamine-5-0-carboxymethyltyrosylglycinamide 

- or one of their addition salts with mineral or organic acids. 

20 

6. Preparation process according to claim 1 characterized in that one of the derivatives whose names 
follow is prepared: 

- tryptamine-5-0-carboxymethylglycyliodotyrosinamide [S-CM-iodoGTNH 2 ], 

- tryptamine-5-0-carboxymethyliodotyrosylglycinamide 

25 - or one of their addition salts with mineral or organic acids. 

7. Preparation process according to claim 1 characterized in that a derivative of biologically active 
molecules containing a primary amine function and a hydroxylated nucleus or one of its addition salts 
with mineral or organic acids is prepared, corresponding to the formula: 

30 

R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R , R M 

in which A, B, R' and R" have the meaning indicated in claim 1 , and R the meaning indicated in claim 
10, or one of its amides. 

35 

8. Preparation process characterized in that a derivative according to any one of claims 1 to 5 is prepared, 
presented in labelled form, the marker can be a radioactive element, in particular 125 1, a fluorescent 
molecule, an enzyme, a protein carrying a colloidal gold or a contrast medium. 

40 9. Preparation process characterized in that a derivative according to any one of claims 1 to 5 is prepared, 
containing a protein grafted onto the O-carboxymethyl member according to the process of claim 1 . 

10. Preparation process for pharmaceutical compositions characterized in that the said compositions 
contain at least one of the medicaments as defined in one of claims 1 to 9 as active ingredient in which 

45 said active ingredient is mixed with a pharmaceutical^ acceptable excipient. 

11. Use of the derivatives according to any one of claims 4 and 5 for the visualization of endogenous 
mediator binding sites. 

50 12. Use of the derivatives according to any one of claims 5 to 8 for the purification of endogenous mediator 
receptors. 

13. Use of the derivatives according to claim 9 for the preparation of antibodies directed against 
endogenous mediators and their derivatives. 

55 

14. Analytical kits for determining mediators and their derivatives, characterized in that they contain at least 
one of the derivatives according to any one of claims 1 to 9. 
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Claims for the following Contracting State: GR 

1. The derivatives of biologically active molecules containing a primary amine function and a hydroxy lated 
nucleus as well as their addition salts with mineral or organic acids, characterized in that they 
5 correspond to general formula I: 

[R , R"N-A-B-0-CH 2 -CO] N Ri (I) 

in which 

w n represents an integer from 1 to 10; 

A represents a linear or branched alkylene chain containing 1 to 5 carbon atoms; 
B represents an aromatic nucleus containing functional unit 6 to 10 carbon atoms, if appropriate 
substituted, and optionally containing a heteroatom; 

- Ri represents an amine remainder, an alcohol remainder chosen from the optionally substituted 
75 phenols and the C1-C16 aliphatic alcohols; 

and 

R* and R" represent an alkyl radical containing 1 to 5 carbon atoms or a hydrogen atom, as well as 
their addition salts with mineral or organic acids. 

20 2. The derivatives of formula (I) as defined in claim 1, as well as their addition salts with mineral or 
organic acids, characterized in that B represents a phenyl or indole nucleus, optionally substituted by 
one or more halogen atoms. 

3. The derivatives according to claim 2 as well as their addition salts with mineral or organic acids, 
25 characterized in that R1 represents an NHR radical in which R represents a remainder of a diamine, a 

protein, an amino acid or a polypeptide constituted by at most 5 amino acids or derivatives of said 
amino acids or polypeptides. 

4. The derivatives according to claim 1, 2 or 3, characterized in that R' and R" represent a linear or 
30 branched alkyl radical containing 1 to 5 carbon atoms, and A represents a -CH2-CH2- radical, as well as 

their addition salts with mineral or organic acids. 

5. One of the derivatives whose names follow: 

- tryptamine-5-0-carboxymethylglycyltyrosinamide [S-CM-GTNH2], 
35 - tryptamine-5-0-carboxymethyltyrosylglycinamide 

- as well as their addition salts with mineral or organic acids. 

6. One of the derivatives whose names follow: 

- tryptamine-5-0-carboxymethylglycyliodotyrosinamide [S-CM-iodoGTNH 2 ], 
40 - tryptamine-5-0-carboxymethyliodotyrosylglycinamide 

- as well as their addition salts with mineral or organic acids. 

7. The derivatives of biologically active molecules containing a primary amine function and a hydroxylated 
nucleus as well as their addition salts with mineral or organic acids, characterized in that they 

45 correspond to formula: 

R , R"N-A-B-0-CH2-CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R , R M 

in which A, B, R' and R" have the meaning indicated in claim 1, and R the meaning indicated in claim 
50 10, or their amides. 

8. The derivatives according to any one of claims 1 to 5, characterized in that they are presented in 
labelled form, the marker can be a radioactive element, in particular 125 1, a fluorescent molecule, an 
enzyme, a protein carrying a colloidal gold or a contrast medium. 

55 

9. The derivatives according to any one of claims 1 to 5, characterized in that they contain a protein 
grafted onto the O-carboxymethyl member according to the process of claim 10. 
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10. Preparation process for the derivatives of formula (I) as defined in claim 1 as well as their addition salts 
with mineral or organic acids, characterized in that a derivative of formula (II): 

R'R"N-A-B-OH (II) 

5 

in which R\ R", A and B have the meaning already indicated, is reacted with a derivative 
containing a protector group of the amine functions in the case where R' = R M = H, in order to obtain a 
derivative of formula (III): 

w Y-HN-A-B-OH (III) 

in which A and B have the meaning already indicated and Y represents an easily cleavable 
protector group of the amine functions, which is reacted with a halogenoacetic acid in order to obtain a 
derivative of formula (IV): 

15 

Y-HN-A-B-O-CH2 COOH (IV) 

in which A, B and Y have the meaning already indicated, which is reacted with an amine derivative 
or an alcohol derivative in order to obtain the derivative of formula (I) as defined above, if appropriate, 
20 in the form of a dimer of formula (I 1 ): 

R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-R-NH-NH-CO-CH 2 -0-B-A-N-R , R M (I 1 ) 

in the case of a diamine, or a polymer in the case of a polyamine, R representing the corresponding 
25 diamine or polyamine remainder which is isolated and, if desired, salified. 

11. Preparation process for pharmaceutical compositions characterized in that they contain at least one of 
the medicaments as defined in one of claims 1 to 9 as active ingredient, in which said active ingredient 
is mixed with a pharmaceutical^ acceptable excipient. 

30 

12. Use of the derivatives according to any one of claims 4 and 5 for the visualization of endogenous 
mediator binding sites. 

13. Use of the derivatives according to any one of claims 5 to 8 for the purification of endogenous mediator 
35 receptors. 

14. Use of the derivatives according to claim 9 for the preparation of antibodies directed against 
endogenous mediators and their derivatives. 

40 15. Analytical kits for determining mediators and their derivatives, characterized in that they contain at least 
one of the derivatives according to any one of claims 1 to 9. 

Patentanspruche 

Patentanspruche fur foigende Vertragsstaaten: AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

45 

1. Derivate biologisch aktiver Molekule, die eine primare Aminfunktion und einen Hydroxylkern umfassen, 
und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, da!3 sie 
die allgemeine Formel (I) aufweisen: 

50 [R , R M N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I), 

worin n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist; A eine gerade oder verzweigte Alkylenkette mit 1 bis 5 
Kohlenstoffatomen bedeutet; B einen aromatischen Kern mit 6 bis 10 Kohlenstoffatomen, die gegebe- 
nenfalls substituiert sind und gegebenenfalls ein Heteroatom umfassen, darstellt; R1 ein Aminrest, ein 
55 Alkoholrest, ausgewahlt aus gegebenenfalls substituierten Phenolen und aliphatischen C1 -Cie-Alkohlen, 
ist; und R' und R" einen Alkylrest mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen oder einem Wasserstoffatom 
bedeuten; und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 
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2. Derivate der Formel (I), wie in Anspruch 1 definiert, und ihre Additionssalze mit mineralischen oder 
organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, daB B einen Phenyl- oder Indolkern, gegebenenfalls 
substituiert durch ein oder mehrere Halogenatome, darstellt. 

5 3. Derivate nach Anspruch 2 und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch 
gekennzeichnet, daB Ri ein Rest NHR ist, worin R einen Diamin-, Protein-, Aminosaure- oder 
Polypeptidrest, der aus mehr als 5 Aminosauren oder Derivaten der Aminosauren oder Polypeptiden 
besteht, bedeutet. 

w 4. Derivate nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daR R' und R" einen geraden oder 
verzweigten Alkylrest mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen bedeuten, und A einen Rest -CH 2 -CH 2 - darstellt, 
und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

5. Eines der folgenden Derivate: 

75 - Tryptamin-5-O-carboxymethylglycyltyrosinamid [S-CM-GTNH 2 ], 

- Tryptamin-5-O-carboxymethyltyrosylglycinamid 

- und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

6. Eines der folgenden Derivate: 

20 - Tryptamin-5-O-carboxymethylglycyljodtyrosinamid [S-CM-Jod-GTNH 2 ], 

- Tryptamin-5-O-carboxymethyljodtyrosylglycinamid 

- und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

7. Derivate biologisch aktiver Molekule, die eine primare Aminfunktion und einen Hydroxylkern umfassen, 
25 und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, daB sie 

die Formel aufweisen: 

R , R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-NR , R M 

30 worin A, B, R' und R" die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben, und R die in Anspruch 10 
angegebene, oder ihre Amide. 

8. Derivate nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie in markierter Form 
vorliegen, wobei ihr Marker ein radioaktives Element, insbesondere 125 J, ein fluoreszierendes Molekul, 

35 ein Enzym, ein kolloidales Gold tragendes Protein oder ein Kontrastmittel sein kann. 

9. Derivate nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein gemaB dem 
Verfahren nach Anspruch 10 in das O-Carboxymethyl-Kettenglied implantiertes Protein umfassen. 

40 10. Verfahren zur Herstellung von Derivaten der Formel (I), wie in Anspruch 1 definiert, und ihrer 
Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat 
der Formel (II): 

R'R"N-A-B-OH (II), 

45 

worin R', R M , A und B die bereits angegebene Bedeutung haben, mit einem Derivat, das eine 
Schutzgruppe fur die Amingruppen aufweist, wenn R* = R" = H, umgesetzt wird, wobei ein Derivat 
der Formel (III): 

50 Y-HN-A-B-OH (III), 

worin A und B die bereits angegebene Bedeutung haben, und Y eine Schutzgruppe fur die leicht 
abspaltbaren Amingruppen darstellt, erhalten wird, das mit einer Halogenessigsaure umgesetzt wird, 
wobei ein Derivat der Formel (IV): 

55 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV), 

worin A, B und Y die bereits angegebene Bedeutung haben, erhalten wird, das mit einem Amin-Derivat 



27 



EP 0 457 701 B1 



oder einen Alkohol-Derivat umgesetzt wird, wobei das Derivat der Formel (I), wie vorstehend definiert, 
erhalten wird, gegebenenfalls in dimerer Form der Formel (I*): 

R , R ,, N-A-B-0-CH2-CO-NH-R-NH-CO-CH2-0-B-A-NR , R" (I'), 

5 

wobei im Fall eines Diamins oder Polymers im Fall eines Polyamins R den Rest darstellt, der dem 
Diamin oder Polyamin entspricht, das isoliert und, wenn gewunscht, versalzt wird. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzungen, dadurch gekennzeichnet, daB sie als aktiven Bestandteil zumin- 
w dest eines der Medikamente, wie in einem der Anspruche 1 bis 9 definiert, umfassen. 

12. Verwendung der Derivate nach einem der Anspruche 4 und 5 bei der Darstellung von Bindungsstellen 
endogener Mediatoren. 

15 13. Verwendung der Derivate nach einem der Anspruche 5 bis 8 bei der Reinigung von Rezeptoren 
endogener Mediatoren. 

14. Verwendung der Derivate nach Anspruch 9 bei der Herstellung von Antikorpern gegen endogene 
Mediatoren und ihre Derivate. 

20 

15. Analyseausrustungen zur Dosierung von Mediatoren und ihren Derivaten, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie zumindest eines der Derivate nach einem der Anspruche 1 bis 9 umfassen. 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat: ES 

25 

1. Herstellungsverfahren, bei welchem ein Derivat biologisch aktiver Molekule, die eine primare Aminfunk- 
tion und einen Hydroxylkern umfassen, oder eines seiner Additionssalze mit mineralischen oder 
organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, daB es die allgemeine Formel (I) aufweist: 

30 [R'R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I), 

worin n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist; A eine gerade oder verzweigte Alkylenkette mit 1 bis 5 
Kohlenstoffatomen bedeutet; B einen aromatischen Kern mit 6 bis 10 Kohlenstoffatomen, die gegebe- 
nenfalls substituiert sind und gegebenenfalls ein Heteroatom umfassen, darstellt; Ri ein Aminrest, ein 
35 Alkoholrest, ausgewahlt aus gegebenenfalls substituierten Phenolen und aliphatischen Ci -Cie-Alkohlen, 
ist; und R' und R" einen Alkylrest mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen oder einem Wasserstoffatom 
bedeuten; und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren hergestellt werden; 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat der Formel (II): 

40 R*R"N-A-B-OH (II), 

worin R', R", A und B die bereits angegebene Bedeutung haben, mit einem Derivat, das eine 
Schutzgruppe fur die Amingruppen aufweist, wenn R' = R" = H, umgesetzt wird, wobei ein Derivat 
der Formel (III): 

45 

Y-HN-A-B-OH (III), 

worin A und B die bereits angegebene Bedeutung haben, und Y eine Schutzgruppe fur die leicht 
abspaltbaren Amingruppen darstellt, erhalten wird, das mit einer Halogenessigsaure umgesetzt wird, 
50 wobei ein Derivat der Formel (IV): 

Y-HN-A-B-0-CH 2 COOH (IV), 

worin A, B und Y die bereits angegebene Bedeutung haben, erhalten wird, das mit einem Amin-Derivat 
55 oder einen Alkohol-Derivat umgesetzt wird, wobei das Derivat der Formel (I), wie vorstehend definiert, 
erhalten wird, gegebenenfalls in dimerer Form der Formel (I 1 ): 

R , R M N-A-B-0-CH2-CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-NR , R M (I'), 
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wobei im Fall eines Diamins oder Polymers im Fall eines Polyamins R den Rest darstellt, der dem 
Diamin oder Polyamin entspricht, das isoliert und, wenn gewunscht, versalzt wird. 

5 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat der Formel (I), wie in Anspruch 1 
definiert, oder eines seiner Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren hergestellt wird, 
wobei B einen Phenyl- oder Indolkern, gegebenenfalls substituiert durch ein oder mehrere Halogenato- 
me, darstellt. 

w 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat oder eines seiner Additionssalze 
mit mineralischen oder organischen Sauren hergestellt wird, worin Ri ein Rest NHR ist, wobei R einen 
Diamin-, Protein-, Aminosaure- oder Polypeptidrest, der aus mehr als 5 Aminosauren oder Derivaten 
der Aminosauren oder Polypeptiden besteht, bedeutet. 

75 4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat oder eines seiner 
Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren hergestellt wird, worin R' und R" einen 
geraden oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen bedeuten, und A einen Rest -CH 2 - 
CH 2 - darstellt. 

20 5. Herstellungsverfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB eines der folgenden Derivate: 

- Tryptamin-5-O-carboxymethylglycyltyrosinamid [S-CM-GTNH 2 ], 

- Tryptamin-5-O-carboxymethyltyrosylglycinamid 

- oder eines seiner Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren hergestellt wird. 

25 6. Herstellungsverfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB eines der folgenden Derivate: 

- Tryptamin-5-O-carboxymethylglycyljodtyrosinamid [S-CM-Jod-GTNH 2 ], 

- Tryptamin-5-O-carboxymethyljodtyrosylglycinamid 

- oder eines seiner Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren hergestellt wird. 

30 7. Herstellungsverfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat biologisch aktiver 
Molekule, die eine primare Aminfunktion und einen Hydroxylkern umfassen, oder eines seiner Addi- 
tionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren der Formel: 

R' R M N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-NR , R" 

35 

worin A, B, R' und R" die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben, und R die in Anspruch 1 
angegebene, oder eines seiner Amide hergestellt wird. 

8. Herstellungsverfahren, dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5 
40 hergestellt wird, das in markierter Form vorliegt, wobei der Marker ein radioaktives Element, insbeson- 

dere 125 J, ein fluoreszierendes Molekul, ein Enzym, ein kolloidales Gold tragendes Protein oder ein 
Kontrastmittel sein kann. 

9. Herstellungsverfahren, dadurch gekennzeichnet, daB ein Derivat nach einem der Anspruche 1 bis 5 
45 hergestellt wird, das ein gemaB dem verfahren nach Anspruch 1 in das O-Carboxymethyl-Kettenglied 

implantiertes Protein umfaBt. 

10. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Zusammensetzungen als aktiven Bestandteil zumindest eines der Medikamente, wie in einem der 

50 Anspruche 1 bis 9 definiert, umfassen, bei welchem der aktive Bestandteil mit einem pharmazeutisch 
annehmbaren Exzipienten gemischt wird. 

11. Verwendung der Derivate, hergestellt nach einem der Anspruche 4 und 5, bei der Darstellung von 
Bindungsstellen endogener Mediatoren. 

55 

12. Verwendung der Derivate, hergestellt nach einem der Anspruche 5 bis 8, bei der Reinigung von 
Rezeptoren endogener Mediatoren. 
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13. Verwendung der Derivate, hergestellt nach Anspruch 9, bei der Herstellung von Antikorpern gegen 
endogene Mediatoren und ihre Derivate. 

14. Analyseausrustungen zur Dosierung von Mediatoren und ihren Derivaten, dadurch gekennzeichnet, daB 
5 sie zumindest eines der Derivate, hergestellt nach einem der Anspruche 1 bis 9, umfassen. 

Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat: GR 

1. Derivate biologisch aktiver Molekule, die eine primare Aminfunktion und einen Hydroxylkern umfassen, 
w und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, da!3 sie 

die allgemeine Formel (I) aufweisen: 

[R , R"N-A-B-0-CH 2 -CO] n Ri (I), 

15 worin n eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist; A eine gerade oder verzweigte Alkylenkette mit 1 bis 5 
Kohlenstoffatomen bedeutet; B einen aromatischen Kern mit 6 bis 10 Kohlenstoffatomen, die gegebe- 
nenfalls substituiert sind und gegebenenfalls ein Heteroatom umfassen, darstellt; Ri ein Aminrest, ein 
Alkoholrest, ausgewahlt aus gegebenenfalls substituierten Phenolen und aliphatischen Ci -Ci 6-Alkohlen, 
ist; und R' und R" einen Alkylrest mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen oder einem Wasserstoffatom 

20 bedeuten; und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

2. Derivate der Formel (I), wie in Anspruch 1 definiert, und ihre Additionssalze mit mineralischen oder 
organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, daB B einen Phenyl- oder Indolkern, gegebenenfalls 
substituiert durch ein oder mehrere Halogenatome, darstellt. 

25 

3. Derivate nach Anspruch 2 und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch 
gekennzeichnet, dal3 Ri ein Rest NHR ist, worin R einen Diamin-, Protein-, Aminosaure- oder 
Polypeptidrest, der aus mehr als 5 Aminosauren oder Derivaten der Aminosauren oder Polypeptiden 
besteht, bedeutet. 

30 

4. Derivate nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB R' und R" einen geraden oder 
verzweigten Alkylrest mit 1 bis 5 Kohlenstoffatomen bedeuten, und A einen Rest -CH 2 -CH 2 - darstellt, 
und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

35 5. Eines der folgenden Derivate: 

- Tryptamin-5-O-carboxymethylglycyltyrosinamid [S-CM-GTNH 2 ], 

- Tryptamin-5-O-carboxymethyltyrosylglycinamid 

- und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

40 6. Eines der folgenden Derivate: 

- Tryptamin-5-O-carboxymethylglycyljodtyrosinamid [S-CM-Jod-GTNH 2 ], 

- Tryptamin-5-O-carboxymethyljodtyrosylglycinamid 

- und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren. 

45 7. Derivate biologisch aktiver Molekule, die eine primare Aminfunktion und einen Hydroxylkern umfassen, 
und ihre Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
die Formel aufweisen: 

R' R ,, N-A-B-0-CH 2 -CO-NH-R-NH-CO-CH 2 -0-B-A-NR'R M 

50 

worin A, B, R' und R" die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben, und R die in Anspruch 10 
angegebene, oder ihre Amide. 

8. Derivate nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB sie in markierter Form 
55 vorliegen, wobei ihr Marker ein radioaktives Element, insbesondere 125 J, ein fluoreszierendes Molekul, 
ein Enzym, ein kolloidales Gold tragendes Protein oder ein Kontrastmittel sein kann. 
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9. Derivate nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da!3 sie ein gemaG dem 
Verfahren nach Anspruch 10 in das O-Carboxymethyl-Kettenglied implantiertes Protein umfassen. 

10. Verfahren zur Herstellung von Derivaten der Formel (I), wie in Anspruch 1 definiert, und ihrer 
5 Additionssalze mit mineralischen oder organischen Sauren, dadurch gekennzeichnet, dafi ein Derivat 

der Formel (II): 

R'FT'N-A-B-OH (II), 

w worin R', R", A und B die bereits angegebene Bedeutung haben, mit einem Derivat, das eine 
Schutzgruppe fur die Amingruppen aufweist, wenn R' = R" = H, umgesetzt wird, wobei ein Derivat 
der Formel (III): 

Y-HN-A-B-OH (III), 

75 

worin A und B die bereits angegebene Bedeutung haben, und Y eine Schutzgruppe fur die leicht 
abspaltbaren Amingruppen darstellt, erhalten wird, das mit einer Halogenessigsaure umgesetzt wird, 
wobei ein Derivat der Formel (IV): 

20 Y-HN-A-B-O-CH2COOH (IV), 

worin A, B und Y die bereits angegebene Bedeutung haben, erhalten wird, das mit einem Amin-Derivat 
oder einen Alkohol-Derivat umgesetzt wird, wobei das Derivat der Formel (I), wie vorstehend definiert, 
erhalten wird, gegebenenfalls in dimerer Form der Formel (V): 

25 

R , R ,, N-A-B-0-CH2-CO-NH-R-NH-CO-CH2-0-B-A-NR , R M (I'), 

wobei im Fall eines Diamins oder Polymers im Fall eines Polyamins R den Rest darstellt, der dem 
Diamin oder Polyamin entspricht, das isoliert und, wenn gewunscht, versalzt wird. 

30 

11. Verfahren zur Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen, dadurch gekennzeichnet, daB sie als 
aktiven Bestandteil zumindest eines der Medikamente, wie in einem der Anspruche 1 bis 9 definiert, 
umfassen, bei welchem der aktive Bestandteil mit einem pharmazeutisch annehmbaren Exzipienten 
gemischt wird. 

35 

12. Verwendung der Derivate nach einem der Anspruche 4 und 5 bei der Darstellung von Bindungsstellen 
endogener Mediatoren. 

13. Verwendung der Derivate nach einem der Anspruche 5 bis 8 bei der Reinigung von Rezeptoren 
40 endogener Mediatoren. 

14. Verwendung der Derivate nach Anspruch 9 bei der Herstellung von Antikorpern gegen endogene 
Mediatoren und ihre Derivate. 

45 15. Analyseausrustungen zur Dosierung von Mediatoren und ihren Derivaten, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie zumindest eines der Derivate nach einem der Anspruche 1 bis 9 umfassen. 



50 



55 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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